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Uber die Verwandlung stickstoffhaltiger Substanzen bei 
den Endphasen der Hefenautolyse. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg.) 
(Hingegangen am 23. April 1921.) 


Als es klar wurde, daB das proteolytische Hefeferment ein 
System von Enzymen!) darstellt, unter denen die Individualitit 
der Protease und der Peptase mit voller Sicherheit nachgewiesen 
worden ist, sollte man auf den Versuch verzichten, ein einziges Me- 
dium zu finden, welches fiir die Tatigkeit beider Fermente zugleich 
optimal wiire. 


Protease und Peptase*) verhalten sich verschieden bei Erhitzung, 
erstere halt eine Temperatur aus, bei welcher die zweite inaktiv wird. 
Auch sind die optimalen Konzentrationen der H-Ionen fiir die Arbeit der 
Protease und der Peptase ungleich. Siamtliche friihere Angaben, weiche 
davon sprachen, daB eine sauere Lésung fiir die Wirkung des proteolytischen 
Fermentes am vorteilhaftesten ist, miissen heutzutage auf die Protease 
bezogen werden, wahrend fiir die Peptase eine schwach alkalische Reaktion 
am giinstigsten erscheint. 

Die Einfiihrung von sauerem Phosphat in die Reaktion beschleunigte 
nur die Arbeit der Protease und beférderte die Anreicherung von Produkten 
des urspriinglichen EiweiBzerfalles — namentlich von Peptiden. Die An- 
reicherung dieser Produkte wird nicht nur durch eine besonders vorteilhafte 
Konzentration der H-Ionen erklart, sondern auch dadurch, daB diese 
Bedingungen fiir die Wirkung der Peptase unvorteilhaft sind. Es ist daher 
von groBem Interesse zu untersuchen, ob es méglich ist, die Lésungs- 


1) Vines, Ann. of Bot. 18, 289. 1904; 19, 145 u. 171. 1905. N. N. 
Iwanoff, Zeitschr. f. Girungsphys. 1, 230. 1912; Biochemical Journ. 12. 
1918; K. Dernby, diese Zeitschr. 81, 107. 1917. 

*) Ich habe als Protease dasjenige Ferment bezeichnet (Biochemical 
Journ. 12. 1918), welches EiweiBstoffe in Peptone verwandelt, waihrend 
Peptase ein Ferment ist, welches Peptone bis zu den Aminosiuren auf- 
spaltet. 
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bedingungen wihrend der Dauer des Eiweifzerfalles zu aindern. In den- 
jenigen Fallen z. B., in denen der EiweiBzerfall sein Ende beinahe erreicht 
und sich ein groBes Quantum von Produkten des urspriinglichen EiweiB- 
zerfalles gebildet hat, kénnte eine Verainderung der saueren Reaktion in 
eine schwach alkalische zu interessanten Folgen fiihren. Es wiirden sich 
in diesem Falle folgende Méglichkeiten eréffnen: Entweder wird die schwach 
alkalische Reaktion die Arbeit der Peptase beférdern, indem die Wirkung 
der Protease eingestellt oder abgeschwacht ist, oder die analytische Arbeit 
der Protease in eine synthetische umwandeln, falls die Peptase inaktiv 
geworden ist. Wir wissen nicht, warum die synthetische Arbeit eines 
Fermentes in einer lebenden Zelle nach deren Absterben sofort scharf 
abbricht und in die analytische iibergeht, wie es bei der Hefeautolyse 
beobachtet wird. Wir sprechen in diesem Falle von der ordnungslosen, 
unkoordinierten fermentativen Arbeit; es ist uns nicht vdéllig klar, welche 
Ursachen die Fermente zwingen, von der Synthese zur Analyse iiberzugehen 
und warum der Ubergang des Fermentes aus dem zymogenen in das aktive 
Stadium erfolgt. Wir vermuten, da die Verinderung der Konzentration 
der H-Ionen nach dem Absterben der Zelle als einer der Faktoren einer 
solchen Verwandlung auftritt. In der lebenden Hefezelle ist der sauere 
Zellensaft vom Protoplasma abgesondert, welches eine schwach alkalische 
oder eine neutrale Reaktion besitzt. Bei ihrem Tode wird die Reaktion 
sauer, weil sich die beiden Bestandteile vermischen. Neutralisiert man 
eine solche Mischung oder macht sie gar schwach alkalisch, so werden die 
EiweiBspaltungsprozesse gleich bei Beginn stark abgeschwiicht. Freilich 
darf man sich nicht auf den Grundsatz festlegen, daB jeder fiir die analytische 
Arbeit vorteilhafte EinfluB auf die synthetische Tiitigkeit des Fermentes 
eine negative Wirkung ausiiben wird und umgekehrt, doch darf erwartet 
werden, daB eine schwach alkalische Reaktion fiir die EiweiBsynthese 
besser geeignet ist als eine sauere, weil ja das Protoplasma, in dem sich 
ahnliche Prozesse vollziehen, auch eine schwach alkalische Reaktion auf- 
weist. Dies alles hatte ich in Erwiaigung gezogen, als ich eine Reihe 
orientierender Versuche anstellte, welche ich im Jahre 1914 beschrieben 
habe?). 

Fiir die Arbeiten wurde Hefanol benutzt. Die Autolyse dieses Hefe- 
praparates vollzog sich bei hoher Temperatur von 53—60°C. Zur Er- 
reichung der saueren Reaktion habe ich KH,PO, gebraucht, wahrend fiir 
die alkalische K,HPO, benutzt wurde. Ich fand damals, dab, wenn der 
EiweiBzerfall bei der Hefeautolyse bis zu einer gewissen Grenze geht, nach 
der Alkalisierung der Lésung mit K,HPO, eine Anreicherung des nach 
Stutzer bestimmten Stickstoffs beobachtet werden kann. Diese Erhéhung 
des Eiweifstickstoffs ging mit einer Stickstoffverminderung im Nieder- 
schlage von essigsaurem Blei einher, weshalb ich schon damals die Ver- 
mutung ausgesprochen hatte, daB wir es hier mit der fermentativen Synthese 
von Kiwei8 aus den Produkten seines urspriinglichen Zerfalles zu tun haben. 


1) N. N. Iwanoff, Uber synthetische Prozesse der Hefeautolyse. 
Diese Zeitschr. 63, 359. 1914. 
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Auch habe ich damals vermutet, daB wahrscheinlich auBer der alkalischen 
Reaktion noch andere Faktoren fiir die Anreicherung von Stickstoff im 
Kupferhydroxydniederschlage verantwortlich zu machen sind. Des weiteren 
bedurften meine urspriinglichen SchluBfolgerungen einer Erginzung und 
Revision auf Grund eines neuen Versuchsmaterials. Der fermentative 
Charakter der Erscheinung sollte noch bewiesen werden und wenn sich hier 
EiweiB8 synthetisch bildet, so sollte sich eine Verminderung des Stickstoffs 
der Aminogruppen zeigen; nur diese letzte Erscheinung kénnte als direkter 
Beweis fiir die EiweiSsynthese dienen. Gleichzeitig mit meiner Arbeit 
erschien eine Abhandlung von 8. Kostitschew und W. Brilliant’), 
in der die Verfasser ebenfalls auf die Méglichkeit hinwiesen, eine Erhéhung 
des Stickstoffes im Kupferhydroxydniederschlage zu erreichen, nachdem 
der Eiweifzerfall eine gewisse Grenze erreicht hat. Die Endresultate der 
Verfasser stimmen mit den meinigen tiberein, doch unterscheidet sich der 
Weg, den sie fiir den Eintritt ihrer Synthesen gewahlt haben, so stark von 
dem meinigen, daB an der Verschiedenartigkeit der von uns beobachteten 
Vorginge nicht zu zweifeln ist. Die Verfasser fiihrten den Zerfall des Ei- 
weiBes im Hefemacerationssaft bis zu Ende, setzten darauf Soda bis zur 
Neutralisation?) oder schwachen Alkalescenz hinzu und lieBen dann, 
nachdem je 4g Glucose pro 10 ccm Saft eingetragen waren, noch einige 
Tage bei 34° C stehen; die Fillung nach Stutzer wies auf eine Erhéhung 
von Stickstoff im Kupferniederschlage hin. Bei denjenigen Portionen, 
welche nach der Alkalisierung mit kohlensaurem Ammonium im Vakuum- 
Exsicator aufbewahrt worden waren, fand die Eiwei8synthese in gréBerem 
MaBstabe statt als bei Kontrollportionen, die unter Normaldruck gelassen 
wurden. Wenn die Autolyse 24 Stunden dauerte und der Zerfall eine be- 
stimmte Grenze nicht erreichte, so wurde keine Synthese erzielt, auch in 
dem Falle nicht, als die Portionen lingere Zeit in Beriihrung mit Glykose 
gelassen wurden. Die Abhingigkeit der synthetischen Prozesse vom EiweiB- 
gehalt im Safte spricht nach Kostitschew und Brilliants Meinung 
dafiir, daB die Synthese unter EinfluB des proteolytischen Fermentes 
verliuft. Besonders erscheint die Angabe der Verfasser bemerkenswert, 
daB das Filtrat nach der Fallung mit essigsaurem Blei Stickstoff einer un- 
bestimmten Art enthilt, welcher in den Cu(OH),-Niederschlag iibergeht. 
Die Verfasser erwigen die Méglichkeit, daB die bei synthetischen Prozessen 
entstehenden Substanzen mit den im frischen Saft enthaltenen EiweiB- 
stoffen nicht identisch sind. 


Im folgenden berichte ich iiber eine Reihe von Versuchen zur 
Aufklirung der Natur der von mir beobachteten Erscheinung. 
Dient das Quantum der freiwerdenden Aminogruppe als Ma 
des tiefen EiweiBzerfalles, so soll die Synthese der EiweiBstoffe eine 
Verminderung des Quantums von Aminstickstoff zur Folge haben. 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 91, 372. 1914. 
?) Zur Beschleunigung der Autolyse setzten die Verfasser Essigsiure 
hinzu, deren Menge 0,33% der Saftmenge ausmachte. 


1* 
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Sonach war zu verfolgen, was mit den Aminosiuren bei Anreiche- 
rung des nach Stutzer gefallten Stickstoffs in einer alkalischen 
Lésung geschieht. Geht die Synthese der EiweiSstoffe auf Kosten 
der Aminosiuren vor sich, so wird das sofort an der Menge des 
nach van Slyke bestimmten Stickstoffs bemerkt werden; wir 
wiirden eine Verminderung dieses Stickstoffs beobachten. Als 
Material fiir nachstehende Versuche dienten Hefesaft, Hefanol, 
Zymin. Als Antisepticum wurde wie friiher Thymol und Toluol 
hinzugesetzt. Zur Verinderung der Reaktion wurde KOH hinzu- 
gesetzt, welches in einigen Versuchen das zuvor hinzugefiigte 
KH,PO, in das K,HPO, verwandelte. 

Versuch 1: Portionen Hefemacerationssaft je 5ccm; dazu wurde 

je 1 ccm 12,5 proz. KH,PO, und Toluol hinzugesetzt. Autolyse bei 46° C. 
N-Mengen in mg N-Mengen in mg 
n. van Slyke on. Stutzer 
. 5eem Saft, Kontrollportion ... . 10,8 28,6 
. desgl. nach 100 Stunden Autolyse bei 
46°C 12,9 
. desgl., desgl, doch wurde nach Be- 
endigung der 100 Stunden Autolyse bei 
46° C 0,5 ccm 10 proz. KOH zugesetzt 
und weitere 30 Stunden autolysiert . 18,3 17,1 

Der Stickstoff nach Stutzer hat sich um 4,2 mg (17,1 —12,9) 
erhéht, doch ist die Verminderung von Stickstoff nach van Slyke 
kaum merkbar. Wiirde hier die EiweiBsynthese aus Aminosiuren 
vonstatten gehen, so miiBten die Zahlen der Stickstoffanreicherung 
nach Stutzer und der Stickstoffverminderung nach van Slyke 
tibereinstimmen. Ihre Verschiedenheit spricht deutlich dafiir, daB 
die neu gebildete Substanz, welche durch Kupferhydroxyd nieder- 
geschlagen wird, nicht aus Aminosauren entstanden ist. Die Ver- 
mutung, daB die Anreicherung dieser Substanz mit den Produkten 
des urspriinglichen Eiweifzerfalles eng verkniipft ist, hat viel mehr 
Griinde fiir sich. 

In weiteren Versuchen habe ich die optimalen Verhiltnisse 
fiir den EiweiBzerfall geindert; insbesondere wurde die Temperatur 
von 42—44° C auf 60—62° C erhoht, bei der sich analytische Pro- 
zesse tiberhaupt verlangsamen. B. Robertson!) benutzte héhere 
Temperaturen zur Verbesserung der Paranucleinsynthese und 


1) B. Robertson, Journ. of biol. chem. 5, 393. 1908—09; Biochemical 
Journ. 3, 95. 1907. 
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erhielt héhere Ausbeuten; der Verfasser stellte das Paranuclein 
aus Produkten der Pepsinhydrolyse von Casein synthetisch dar. 
Eine ganze Reihe von Versuchen, die ich ausgefiihrt habe, zeigte, 
da8 man nicht immer bei der Autolyse nach Alkalisierung der 
Lésung eine StickstofferhGhung nach Stutzer erreichen kann; 
wir kénnen zu negativen Resultaten kommen, wenn der Zerfall 
des EiweiBes zu weit fortgeschritten ist und sich die Zwischenpro- 
dukte zwischen autolytischen Verbindungen im Verlaufe des Pro- 
zesses zersetzt haben. Es stellte sich auch heraus, daB die Erschei- 
nung der Stickstoffsynthese nach Stutzer beim Gebrauch Lebe- 
dewscher Hefe schwerer zu erreichen ist, da sie im Macerationssaft 
eine besonders starke Peptase enthalten. Nur im Anfangsstadium 
der Autolyse konnten héhere Eiwei8zerfallsprodukte nachgewiesen 
werden und zwar in geringerer Menge als bei den anderen Hefearten. 
Deshalb konnte man eine Anreicherung von Stickstoff im Kupfer- 
hydroxydniederschlage nicht immer hervorrufen; fiir den Verlauf 
dieses Prozesses ist es nétig, daB der EiweiBzerfall die Grenze von 
50% iibersteigt; wenn die Autolyse erst bei einem EiweiSzerfall 
von 83% unterbrochen wurde, konnte keine Stickstofferhéhung 
im Kupferniederschlage mehr erzielt werden, obgleich die tiblichen 
Bedingungen (alkalische Reaktion und nachfolgende Autolyse) 
innegehalten worden waren. Dagegen wurde eine Stickstoffver- 
minderung beobachtet. 

Bei Durchsicht der Protokolle meiner Versuche habe ich be- 
merkt, daf eine maximale Stickstoffanreicherung in denjenigen 
Fallen beobachtet wird, in welchen der EiweiSzerfall die Grenze 
von 50% etwas iibersteigt, also dann, wenn sich die Produkte 
des urspriinglichen Eiweifzerfalles noch nicht zersetzt haben 
k6nnen. 

In der nachstehenden Tabelle, in der Resultate einiger Versuche 
mit Trockenhefen zusammengestellt sind, ging die Autolyse in 
simtlichen Versuchen zuerst wahrend verschiedener Zeit von 24 
bis 72 Stunden bei 40—45°C vor sich (Kontrollportionen); darauf 
wurde die Lésung durch Zusatz von K,HPO, alkalisiert und die 
Autolyse wahrend weiterer 24 Stunden bei 60° C weitergefiihrt 
(Versuchsportionen). Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB je weiter 
der EiweiBzerfall die Grenze von 50% iiberstieg, desto geringer 
die Stickstofferhdhung im Kupferniederschlage der Versuchspor- 
tion wurde. 
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Tabelle I. 








N-Quantum im Cu(OH),-Nieder- 


schlage in mg EiweiBzerfall in % 


Portionen 





Kontrollp. | Versuchsp. | Differenz | Kontrollp. | Versuchsp. | Differenz 
] 

A 25,7 | 342 | +85 | 560 | 403 | +415,7 

B 30,4 | 328 | +24 65,6 60,8 | + 48 

C 86,5 92,3 | +58 71,2 69,2 | + 20 

D 488 | 484 | 0 80,5 80,6 | 0 

E 318 | 289 | —29 83,0 85,0 | — 20 














Als Beispiel fiihre ich einen der Versuche, in dem die Stick- 
stofferhéhung im Cu(OH),-Niederschlage 13,2 mg erreichte,.aus- 
fiihrlich an. 

Versuch 2: 2 Portionen Trockenhefe zu je 4g mit einem Inhalte 
an Eiweifstickstoff von 306,9 und 302,1 mg wurden mit 40 ccm Wasser 
und Toluol zur Autolyse aufgestellt. Die Berechnung ist auf 300 mg EiweiB- 
stickstoff pro Portion gemacht worden. Zuerst dauerte die Analyse 45 Stdn. 
bei 35°C (Kontrollportion), darauf wurde 2g K,HPO, zugesetzt und 
weitere 24 Stunden bei 60°C autolysiert (Versuchsportion). 


e N-Quantum im 


Niederschlage weiGzerfall 
in mg => 
Kontrollportion 102,4 65,9 
Versuchsportion 61,5 
+ 4,4 

Sonach wird auch mit Trockenhefen eine Stickstoffanreiche- 
rung nach Stutzer erhalten, doch mu8 dafiir gesorgt werden, daB 
der EiweiBzerfall nich‘ zu weit geht, namentlich nicht bis zu dem 
Grade, bei welchen sich simtliche, oder der gréBte Teil der Zwischen- 
verbindungen peptiden Charakters im allgemeinen Gange der 
Proteolyse gespalten haben. 

Meine weiteren Versuche iiberzeugten mich von einer groBen 
Verbreitung der von mir beschriebenen Erscheinung, welche auch 
bei der Verdauung von Edestin durch Takediastase beobachtet 
wurde?) ; so fiel in einem Versuche, nach der Verdauung, das Quan- 
tum von EiweiBstickstoff von 212,8 mg bis zu 100,7 mg, und er- 
héhte sich darauf wieder bis 112,6 mg, als die Portion mit K,HPO, 
alkalisiert und weitere 24 Stunden bei 65° C autolysiert wurde. 
Dasselbe habe ich auch bei der Autolyse des Champignonsaftes 
beobachtet. 


1) Takadiastase, ein Priparat von Parke & Davis, enthilt ein stark- 
wirkendes proteolytisches Enzym. 
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In der zweiten Arbeit iiber die Synthese stickstoffhaltiger Substanzen 
nach der Hefeautolyse notierten auch 8S. Kostitschew und W. Brilliant’) 
die Verschiedenheit der Verfahren, welche ich und sie benutzt haben, um 
ein Anwachsen des nach der Hefeautolyse nach Stutzer bestimmten 
Stickstoffs zu erreichen. Im Widerspruch mit meiner Vermutung, daB die 
Stickstoffanreicherung im Kupferhydroxydniederschlage durch die Bildung 
von Zwischenverbindungen des EiweiSzerfalles, namentlich von Albumosen 
und Peptonen zu erkliren ist, behaupten die Verfasser, daB sie diese 
Zwischenverbindungen nicht entdecken konnten. 

Die Verfasser fiihrten Versuche mit nach Lebedew getrockneten 
Hefen aus, welche, wie bereits oben erwihnt, an Peptase sehr reich sind; 
die Bedingungen der Autolyse — 34°C — waren ebenfalls fiir die Arbeit 
der Peptase sehr vorteilhaft. Es ist sonach durchaus erklarlich, daB 
Kostitschew und Brilliant nach 3tigiger Autolyse in ihren Versuchen 
keine Produkte des urspriinglichen Eiweifzerfalles erhalten haben; doch 
haben die Verfasser, wie sie selbst bemerken, bei einer kurzdauernden 
24stiindigen Autolyse bei 34, 45, 55°C schon Stickstoff vom Pepton- 
charakter beobachtet. Bei dem schnellen Tempo der Eiweifzerspaltung 
hat sich ein groBer Teil der Albumosen und Peptone zersetzt und man muB 
deshalb auch erwarten, daB unter diesen Bedingungen kein Stickstoff- 
anwachs nach Stutzer infolge Auftretens von Produkten des urspriinglichen 
EiweiBzerfalies zu erhalten ist. Kostitschew und Brilliant versuchten 
die von mir beschriebene Erscheinung bei solchen Bedingungen zu erhalten, 
doch kamen sie zu negativen Resultaten. 


In der Tabelle I zeigte ich, daB der Grad der Stickstoffer- 
héhung nach St utzer, ja sogar die Entdeckung dieser Erscheinung 
iiberhaupt, mit der Tiefe des Zerfalles eng verkniipft ist; in Ver- 
suchen mit der Lebedewschen Hefen war diese Erscheinung am 
besten dann zu beobachten, wenn der Zerfall des EiweiBes eben die 
Grenze von 50% iiberstiegen hat; je weiter der Zerfall fortge- 
schritten war, desto schwicher wurde die Anreicherung von Stick- 
stoff nach Stutzer; in einem Falle, in dem der Zerfall 83% er- 
reichte, wurde sogar darauf eine Erhéhung des Zerfalles bis 85°, 
beobachtet. Unter den fiir die Wirkung der Peptase vorteilhaf- 
testen Bedingungen konnte bei der Hefeautolyse eine nur unbedeu- 
tende Menge von Zwischenprodukten des Eiweifzerfalls erhalten 
werden, worauf auch Hahn und Geret?) hingewiesen haben, wird 
dagegen die Wirkung der Peptase erschwert, namentlich durch die 
sauere Reaktion und eine Temperatur von iiber 50° C, so geht 
unzweifelhaft eine Anreicherung von Zwischenprodukten vor sich. 





1) §. Kostitschew und W. Brilliant, Bull. de l’Académie des 
Sciences de Russie 1916, 8. 953. 
*) E. Buchner, Die Zymasegirung, 1903. 
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Bei der Einfiihrung saueren Phosphats in die Reaktion habe ich 
eine Erhéhung des Eiweifzerfalles und Anreicherung gewisser 
Zwischenverbindungen beobachtet, welche durch Cu(OH), nicht 
gefallt wurden, doch in die mit essigsauren Blei oder Phosphor- 
wolframsaure erzeugten Niederschlige iibergingen; die Anreiche- 
rung dieser Zwischenverbindungen hatte fast gar keine Stickstoff- 
erhéhung nach van Slyke zur Folge, was auf ein groBes Mole- 
kulargewicht der Zwischenverbindungen schlieBen laBt. Ich habe 
aus dem Niederschlage von essigsaurem Blei stickstoffhaltige Ver- 
bindungen ausgeschieden, und bin zu dem Schlusse gekommen, 
da8 sich unter ihnen Zwischenprodukte des Eiweifzerfalles be- 
finden; ob der Kupferniederschlag auBer Albumosen und Peptonen 
auch andere krystallinische Produkte des Eiweifzerfalles enthilt, 
ist eine andere Frage. Einige Beobachtungen sprechen fir die 
Méglichkeit der Beimengung von Aminosiuren in diesen Nieder- 
schlagen. W. Zaleski und W. Schataloff*), welche ein Ver- 
fahren zur Bestimmung der Albumosen und Peptone im Filtrate 
vom Cu(OH),-Niederschlage vorgeschlagen haben, bezweifeln 
jetzt?) die Genauigkeit dieses Verfahrens, weil sie unter den aus 
dem Kupferniederschlage ausgeschiedenen Produkten die An- 
wesenheit von Aminoséuren entdeckt haben. 


In der obenerwihnten Arbeit gaben auch Kostitschew und Bril- 
liant zu, daB die Bestimmung des Stickstoffs der Albumosen und Peptone 
durch Fillung mit essigsaurem Blei im Filtrate vom Kupferniederschlag 
unzulissig ist. Die Verfasser meinen, daB die genannten Fallungsmittel 
zur fraktionierten Fallung von EiweiSstoffen und Peptonen nicht benutzt 
werden kénnen. Meine friiheren Bestimmungen der Albumosen und Peptone 
im Bleiniederschlage, nach der Fallung der EiweiSstoffe durch Kupfer, 
trugen stets einen vergleichenden Charakter ; es war mir wichtig, festzustellen, 
daB die Mengen der Zwischenverbindungen des Eiweifzerfalles in Gegen- 
wart von KH,PO, gréBer waren als bei normalen Bedingungen, und da8 
die Mengen des durch Blei niedergeschlagenen Stickstoffs sich parallel ver- 
minderten ; heutzutage kann ich nicht behaupten, dab die gesa mte Menge 
Stickstoffs im Kupferniederschlage von Peptonen herriihrt, doch bezweifle 
ich nicht, daB in diesem Niederschlage gréBtenteils Peptide enthalten sind. 


In meiner ersten Arbeit*), in der ich den Zuwachs von Stick- 
stoff nach Stutzer und die Verminderung von Stickstoff im Blei- 


1) W. Zaleski und W. Schataloff, diese Zeitschr. 55, 63. 1913. 

2) W. Zaleski und W. Schataloff, Annalen der Universitat Charkow, 
1915. 

8) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 63, 359. 1914. 
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niederschlage beobachtet habe, sprach ich die Vermutung aus, 
daB hier eine fermentative Synthese des EiweiBes aus Produkten 
des urspriinglichen Zerfalles stattfindet, und daB diese Synthese 
nur durch die Verainderung der sauren Reaktion in eine alkalische 
bedingt wird. Nach genauerem Studium dieser Erscheinung kann 
ich jetzt behaupten, daB unter gewissen Bedingungen eine An- 
reicherung von Stickstoff nach Stutzer zugunsten des Stickstoffs 
von Verbindungen peptiden Charakters stattfindet, und daB dieser 
Proze8 mit einer kaum merkbaren Bindung von Stickstoff nach 
van Slyke einhergeht. 

Fiir die EiweiBnatur des von mir erhaltenen Stoffes spricht 
seine Fallbarkeit nach St utzer und sein Ursprung aus den Produk- 
ten des urspriinglichen EiweiBzerfalles; eine unbedeutende Ver- 
minderung des Stickstoffs der Aminogruppen in diesem ProzeB 
weist auf eine bei dieser Erscheinung stattfindende Dehydrati- 
sation hin. 

Meine Beobachtung tiber die Erhéhung des fallbaren 
EiweiBes unter dem EinfluB einer Verinderung der 
saueren Reaktion des Hefeautolysats in eine alkalische 
fanden kirzlich ihre Bestatigung in den Versuchen von 
K. Dernby (I. c.); dieser Verfasser fiihrte in einem Falle die Zer- 
spaltung des Peptons mit Hefeereptase aus; es stellte sich heraus, 
daB8 die zuniachst klare Fliissigkeit auf Zusatz vom Alkali triibe wird 
und kleine Flocken ausscheidet. Der Verfasser stellte seine Be- 
obachtungen mit den meinigen in Parallele und meinte, daB eine 
Erhéhung der Menge des ausgefillten Eiwei®es noch keinen direk- 
ten Beweis fiir die EiweiSsynthese darstellt, durch Zusatz von 
Alkali verindert sich die Konzentration der H-Ionen in der Fliissig- 
keit, weshalb die koiloidalen amphoteren Elektrolyte ihren iso- 
elektrischen Punkt erreichen und als Niederschlag ausfallen kén- 
nen. Dernby fiihrte die Hefeautolyse aus und kam zum Schlusse, 
daB die Menge des Eiweifistoffes, der durch Fallung mit Zinn- 
chlorid bestimmt wird, zu wachsen beginnt, wihrend sich die 
Menge des peptiden Stickstoffs parallel vermindert. Die Konzen- 
tration der H-Ionen bleibt nicht konstant, sondern nimmt wihrend 
dieser Reaktion stark ab (von py = 6.bis py = 6,8). 

Die Veriinderung der Konzentration der H-Ionen gibt eben, 
nach Verfassers Meinung, den Schliissel zur Auffassung der Ver- 
anderungen der Mengen von Eiwei8- und von Peptonstickstoff 
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wahrend der Autolyse. Diejenige Erhéhung der Konzentration 
der OH-Ionen, welche ich in meinen Versuchen durch den Zusatz 
von K,HPO, erreichte, ereignete sich hier sukzessive und rief 
denselben Effekt hervor, den auch ich beobachtete. Die von mir 
ausgefiihrten Versuche erhielten also eine Bestaétigung von Seiten 
K. Dernbys. Ob jedoch die Anreicherung von Stickstoff nach 
Stutzer auf eine fermentative Synthese des EiweiBes zuriickzu- 
fiihren ist, konnte bis jetzt noch nicht endgiiltig entschieden werden 
weil sich der Klarung dieser Frage groBe Schwierigkeiten entgegen 
stellten. 

In einer Angabe von Herzfeld!) finden wir eine gewisse Andeutung 
der synthetischen Arbeit des proteolytischen Fermentes. Der genannte 
Verfasser untersuchte die Produkte des EiweiBzerfalles, welche er im 
Dialysat vermittels der Triketohydrinreaktion nachgewiesen hat; der Verf. 
hat mitgeteilt, daB man statt des Trypsinfermentes die Aminosiuren, 
speziell das Glykokoll, zur Hydrolyse des EiweiBes gebrauchen kann. Bei 
langdauernden Versuchen beobachtete der Verfasser zunichst eine Anreiche- 
rung des Stickstoffs der Aminosiuren, doch spiter — nach 500--1000 Stun- 
den Hydrolyse — begann das Quantum dieses Stickstoffs sich zu verkleinern ; 
in dieser letzten Erscheinung kann man ebenfalls eine Andeutung auf die 
Synthese erblicken. 

Als ich auf den Gedanken kam, die Autolyse zu unterbrechen, 
die Reaktion in eine alkalische zu andern und darauf die Autolyse 
bei einer héheren Temperatur bis zu 60° C fortzusetzen, habe ich 
eine bedeutende Bindung des Stickstoffes der Aminosiuren beob- 
achtet, ohne eine parallele Anreicherung von Stickstoff nach 
Stutzer wahrzunehmen. Diese Bindung von Stickstoff nach van 
Slyke ereignete sich sogar in denjenigen Fallen, in welchen der 
EiweifBzerfall tiefere Stadien erreichte. Sie trat im letzten Falle 
noch deutlicher in Erscheinung, obgleich ein tiefer EiweiBzerfall 
eine zur Anreicherung von Stickstoff nach Stutzer unvorteilhafte 
Bedingung darstellt. 

Des weiteren habe ich mir die Aufgabe gestellt, die Natur der 
Bindung der Aminogruppen aufzukliren. Bilden sich naimlich 
peptidartige Verbindungen aus Aminosiuren, so wird diese Er- 
scheinung von der gleichzeitigen Bindung gleichvieler Amino- und 
Karboxylgruppen begleitet sein; sollte dabei der Beweis gelingen, 
daB dies ein fermentativer’ProzeB ist, so hatten wir den Fall einer 
synthetischen Tatigkeit der Peptase. 


1) Diese Zeitschr. 68, 402. 1915. 
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Es wire aber auch denkbar, da8 die Verminderung der Amino- 
gruppen einer Desaminierung der Aminosiuren zugeschrieben 
werden mu. In diesem Falle wiirde man das gebildete Ammoniak 
im van Slykeschen Apparate nicht bestimmen kénnen, weil sich 
das Ammoniak wahrend des 10 Minuten dauernden Kontaktes 
des Hefesaftes mit der salpetrigen Saiure nicht unter Entwicklung 
von freiem Stickstoff zersetzt. Ich habe einen Versuch angestellt, 
in dem ich sowohl den Stickstoff nach van Slyke, als auch das 
Ammoniak bestimmte. Dabei soll darauf hingewiesen werden, daB 
sich die Autolyse stets in kleinen Kolben vollzog, welche mit Kork- 
stépseln dicht verschlossen waren. Ammoniakverluste kommen bei 
dieser Arbeitsweise nicht vor, wie Kontrollversuche gezeigt haben. 

Im nachfolgenden und in einigen weiteren Versuchen habe ich 
Hefe zur Autolyse aufgestellt und nach Verlauf einer bestimmten 
Zeit die erhaltene klare Flissigkeit abfiltriert. Im dritten Versuch 
wurde der nach der Hefeautolyse gewonnene Saft zunichst alka- 
lisiert (bis 0,4°%), ein Teil weiter autolysiert und der Rest zur Be- 
stimmung von Ammoniak gebraucht; zu diesem Zweck wurde die 
Reaktion durch Schwefelsiure verindert, CaO zugesetzt und das 
Ammoniak unter vermindertem Druck von 10—15 mm und bei 
40° C abgetrieben. 

Versuch 3: 30g trockener Hefe mit 200 ccm Wasser. Toluol. Die 
Autolyse dauerte 43 Stunden bei 42°C. Es wurden 120 ccm eines gelb- 
lichen Saftes abfiltriert, dazu 5ccm 10 proz. NaOH zugesetzt und davon 
Portionen je 10 ccm abgenommen. 

Stickstoff nach NH,-Stickstoff 
vanSlykein mg in mg 
Kontrollportion 10 ccm Saft 3,8 
desgl., doch weitere 24 Stunden Autolyse 
4,5 

Aus dem Versuch ist ersichtlich, daB die Verminderung des 
Stickstoffs der Aminogruppen von 3,1 mg nur von einem winzigen 
Zuwachs des Ammoniakstickstoffs (4,5 — 3,8 = 0,7 mg) begleitet 
war. Sonach liegt hier der Schwerpunkt der Sache nicht in der 
Desaminierung der Aminosiuren. 

Im vierten Versuch wurde im van Slykeschen Apparat 
Gas gesammelt — in den einen Portionen 10 Minuten lang, wie iib- 
lich, in den anderen 2 Stunden 10 Minuten. Im letzten Falle kam 
auch der gesamte Ammoniakstickstoff in Berechnung; selbst- 
redend war infolge des langdauernden Einflusses der Siuren (salpe- 
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trige und Essigsdure) eine partielle Hydrolyse der Produkte des 
unvollstindigen EiweiBzerfalles eingetreten. 

Versuch 4: 20g trockener Hefe mit 160 ccm Wasser. Toluol. Die 
Autolyse dauerte 66 Stunden bei 42° C. Es wurden 120 ccm Saft abfiltriert, 
zu dem 3 ccm 10 proz. NaOH zugesetzt wurden. Zu den Versuchen wurden 
je 10 ccm dieser Lésung verwendet. 

Stickstoff nach van Slyke in mg 
"inde Prion 5 Yeh mit 
. Kontrollportion 10 ccm Saft ... . 40,6 - 
2. desgl. nach 24 Stunden bei 60°C. . . 37,9 —2,7 
. Kontrollportion 10 ccm Saft, Gas im 
Apparat wahrend 2 Stunden 10 Min. 
gesammelt 47,7 
. desgl. doch weitere 24 Stunden bei 
60° C. Gas ebenfalls wihrend 2 Stun- 
den 10 Min. gesammelt —2,4 

Es ist zu beachten, daB die Differenzen zwischen den Kon- 
troll- und den Versuchsportionen fast gleich sind, gleichgiiltig, ob 
das Gas im Apparate 10 Minuten oder 2 Stunden 10 Minuten ge- 
sammelt wurde. Sonach ist die Verminderung von Stickstoff nach 
van Slyke kein Resultat einer etwaigen Desamination, da ja 
in der 3. und der 4. Portion simtlicher Ammoniak berechnet 
wurde. AufSerdem wurde diese Verminderung des Stickstoffs der 
Aminogruppen mit einer Synthese einer gewissen sehr bestandigen 
Verbindung begleitet, welche sich auch bei dauerndem EinfluB 
von Saiuren (2 St. 10 Min.) nicht zersetzt. Wiirde als Resultat der 
Synthese der Aminosiéuren eine unbestiindige peptidartige  Ver- 
bindung entstehen, so hatte sie sich im van Sly keschen Apparat 
zersetzt, und wir wiirden keine Differenz zwischen den Portionen 
3 und 4 erhalten; sonach mu8 man andere Wege einschlagen, um 
die beobachtete Erscheinung zu erkliren. 

Das Ausbleiben einer direkten Desamination bei Hefen in denjenigen 
Fallen, wo kein Zucker zugesetzt wurde, ist auch friiher beobachtet worden. 
So kam Ehrlich'), der die Bildung von Bernsteinsiure aus Glutamin- 
siure bei der Girung studierte, zu der Annahme, da8 die Desamination 
in Abwesenheit von Zucker nicht stattfinde; auch bei der Vergarung 
von Zucker durch Zymin ist keine Desaminierung festzustellen. Leucin 
wurde nicht zersetzt. E. Buchner?) hatte in friiheren Versuchen eben- 
falls die Desamination im Hefesafte vermiBt. 


1) Diese Zeitschr. 18, 391. 1909. 
*) Die Zymasegirung, 1903. 
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Nur die bereits desaminierten Aminosduren kénnen, wie C. Neuberg 
und Mitarbeiter fiir die Bildung von Amylalkohol und Bernsteinsiure 
dargetan haben, ohne Mitwirkung lebender Zellen jene Umwandlungen 
erfahren '). 

Sonach erscheint die Verminderung des Quantums der Amino- 
sauren nicht als Resultat der Desamination. Die Literaturangaben 
verneinen unter den gegebenen Bedingungen die Wirkung der 
Desamidase tiberhaupt. 

Darauf tauchte bei mir die Vermutung auf, daB die Amino- 
sduren vielleicht bei der hohen Temperatur meiner Versuche teil- 
weise in die anhydride Laktamform iibergingen; in diesem Falle 
konnte die Bindung der Amino- mit der Karboxylgruppe ebenfalls 
zur Verminderung von Stickstoff nach van Slyke fiihren. Wir 
wissen, da§ die y-Aminosauren leicht Laktame geben. 

In Anbetracht dessen, daB eine solche Verwandlung eine Ver- 
minderung des Stickstoffes der NH-Gruppe zur Folge. haben, 
wirde, dringte sich weiterhin die Frage auf, ob nicht in meinen 
friiheren Versuchen die Glutaminsaure eine ahnliche Rolle spielte ; 
wie Schenk?) zeigte, bildet sich diese letztere bei der Hefeautolyse. 
Wir besitzen auch Angaben’), da8 die Salze der Glutaminsiure bei 
einer Erhitzung bis 180° C unter Wasserverlust in Salze der Pyr- 
rolidoncarbonsaure iibergehen, welche sich durch Sauren und Al- 
kalien wieder in die Glutaminsiéure verwandelt. 

An Hand der Angaben Abderhaldens habe ich aus 70 g trockenen 
Kleber*) 10 g des Chlorhydrats der Glutaminsaure dargestellt, das ich fiir 
weitere Versuche benutzte. Doch haben meine simtlichen Versuche, durch 
Zusatz der Glutaminsiure eine gréfere Bindung der Aminoséuren zu 
bewirken, zu keinen greifbaren Resultaten gefiihrt. Dieser Umstand zwingt 
von der Vermutung abzusehen, daB die Verminderung des Stickstoffs 
NH-Gruppe mit der Verwandlung von Aminosiuren, namentlich der 
Glutaminsaure, in ihre Anhydridform verkniipft ist. 

In der medizinischen Literatur’) sind Angaben vorhanden, 
da8 sich die Oxysiiuren und die Aminosiuren fest mit Harnstoff 


1) C. Neuberg und Mitarbeiter, diese Zeitschr. 52, 494; 59, 188. 1913; 
67, 32. 1914; 71, 226. 1915; 91, 131. 1918. 

2) M. Schenk, Wochenschr. f. Brauerei 22, 221. 1905. 

8) E. Abderhalden und Kautzsch, Zeitschr. f. phys. Chem. 
64, 447; 68, 487. 1910. 

*) Aus diesem Kleber wurde durch Bearbeitung mit Alkohoi das 
Glyodin entfernt, welches zu weiteren Versuchen diente. 

5) E. Salkowski, Zeitschr. f. phys. Chem. 4, 55. 1880. 
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verbinden und dabei Uramidosiuren geben; diese letzteren gehen 
leicht in die Laktamform iiber. Da bei dem Eiweifzerfalle stets 
Arginin erhalten wird, welches bei weiterer fermentativen Zer- 
spaltung Ornithin und Harnstoff gibt, lag die Vermutung nahe, daB 
die Verminderung der Aminogruppen durch ihre Bindung mit 
Harnstoff in alkalischer Lésung erklirt werden kann. In diesem 
Falle miiBte ein Zusatz von Harnstoff zu dem Autolysat eine 
merkbare Verminderung der Aminogruppen hervorrufen. Haben 
Versuche auch gezeigt, daB die Bindung von Stickstoff nach van 
Slyke in Gegenwart von Harnstoff energischer vor sich geht, so 
wurde doch kein groBer Effekt beobachtet; sonach ist auch diese 
Vermutung gefallen. 

Wenn in meinen Versuchen eine Verwandlung der Amino- 
siuren in peptide Verbindungen vor sich geht, so muB deren Ver- 
minderung nicht nur mittels der Stickstoffbestimmung nach van 
Slyke ‘zu beobachten sein, sondern auch mittels der Sérensen- 
schen Methode, wobei man die Menge des NH,-Stickstoffes in 
der gegebenen Portion aus dem Quantum der Carboxylgruppen 
zu berechnen gestattet. Die Arbeit mit Hefesaft gab mir auch 
die Méglichkeit, die Mengen von Carboxylgruppen genau zu 
berechnen. In siaimtlichen Fallen, in denen die Reaktion der 
Portionen alkalisch war, wurde sie selbstredend vor der Ti- 
trierung nach Sérensen neutralisiert. 

: Versuch 5: 25g trockener Hefe mit 200ccm Wasser. Toluol. Die 

Autolyse dauerte 44 Stunden bei 46—40°C. Es wurden 140 ccm Saft 
abfiltriert. Davon wurden a) je 10ccm zur Bestimmung des Stickstoffs 
der NH,-Gruppen und b) je 20ccm zur Titrierung nach der formellen 


Methode abgenommen. Zum Vergleich ist der Stickstoff der Amino- 
gruppen auf eine 20 ccm fassende Portion umgerechnet werden. 
Stickstoffmenge Menge des zur Neutra- 
lisation der Carboxyl- 
nach vanSlyke ae 
io gruppen ndtigen 
oe n/,-Ba(OH), in com 
1. Kontrollportion, 20ccm Saft 77,2 33,9 
+ 1leem 10proz. NaOH 
2. desgl. doch weitere 24 Stunden 
Autolyse bei 60° C 34,0 
7,0 mg des Stickstoffes der Aminogruppen haben sich ver- 
bunden, wahrend die Menge der Carboxylgruppen unverandert 
blieb. Von einer Synthese aus Aminosiuren kann also nicht 
die Rede sein. Denn es ist unmédglich, sich eine Bildung von 
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Polypeptiden vorzustellen, ohne daB gleichzeitig mit den Amino- 
gruppen auch ein gleichgroBer Betrag von Carboxylgruppen ver- 
schwindet. Es bleibt noch die Frage aufzukliren, ob die Bindung 
des Stickstoffs nach van Slyke einen fermentativen ProzeB 
vorstellt. In diesem Zwecke habe ich die Versuchstemperatur 
auf 75—80°, ja sogar bis zum Siedepunkt des Autolysats ge- 
steigert, mit dem Ergebnis, daB der BindungsprozeB der Amino- 
siuren dadurch nicht zum Stillstand gebracht werden konnte. 
Es kann also nicht als fermentativer ProzeB angesprochen werden. 

Zur Erklarung dieses Phanomens muBte also eine ganz andere 
Richtung eingeschlagen werden. Einen Fingerzeig boten einige 
friihere Versuche, in denen bei Gegenwart von Glucose eine groBbe 
Bindung von NH,-Stickstoff beobachtet worden war. Dieser 
Umstand brachte mich auf den Gedanken, da das Verschwinden 
der Aminogruppen durch eine Kuppelung der Aminosduren mit 
Zucker zustande kommt, da sich ja Glykose fast stets nach Be- 
endigung der Autolyse in den Portionen befindet. 


Bevor ich zur Schilderung meiner diesbeziiglichen Versuche iibergehe, 
will ich von den Resuitaten einer zweiten Arbeit von Kostitschew und 
Brilliant (l.c.) berichten, welche gleichzeitig mit meiner Arbeit erschienen 
ist und der ich die soeben beschriebenen Versuche entnommen habe. 
Neue Angaben der erwahnten Verfasser beziehen sich auf das Studium 
der Anreicherung stickstoffhaltiger Verbindungen nach Stutzer im auto- 
lysierten Safte, wenn ihm eine bedeutende Menge Glykose zugesetzt wird 
und er darauf mit einem Antisepticum noch einige Tage im Thermostaten 
stehen bleibt. Es stellte sich heraus, daB die nach dem Stehen mit Zucker 
synthetisch gebildeten stickstoffhaltigen Verbindungen durch Kupfer- 
hydroxyd, jedoch nicht durch essigsaures Blei gefallt wurden; die Verfasser 
kommen zu dem Schlusse, daB der Zucker fiir die Synthese nicht nur deshalb 
notwendig ist, weil er die Proteolyse verhindert, sondern auch deshalb, 
weil er an der Synthese teilnimmt; besonders merkwiirdig erschien die 
Beobachtung, daB Prozesse, welche zur Bildung der nach St utzer gefillten 
Verbindungen fiihren, auch in dem Falle eintraten, wenn die autolysierte 
Hefe zum Sieden erhitzt worden war; in diesem Falle war sogar die Menge 
der synthetisch gebildeten Produkte noch gréBer. Zu guter Letzt erwies 
sich, daB die Synthese auch ohne Hefe vor sich geht; so wurden z. B. 4g 
Glykose + 0,4 g kohlensaures Ammonium + 0,5 g Glykokoll mit 10 ccm 
Wasser wihrend 3 Tagen bei 55° C ohne Hefe stehen gelassen und wurden 
im Resultat 42,0 mg stickstoffhaltiger Verbindungen gefunden, die sich 
nach Stutzer niederschlagen lieBen. Sonach reagieren nach Meinung der 
Verfasser die Aminoséuren mit Zucker ohne Einflu8 von Fermenten. 
In diesem Punkte sind die Verfasser der von Maillard erhobenen Frage 
nahegetreten, welcher die Entstehung komplizierter stickstoffhaltiger 
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Verbindungen bei der Einwirkung von Aminoséuren auf Glycerin oder auf 
Zucker beobachtet hatte, wenn ihre hochkonzentrierten Lésungen auf dem 
Wasserbade erwirmt wurden. Die Arbeiten von Maillard sind in einer 
umfangreichen Monographie!) zusammengestellt, welche uns leider noch 
nicht erreichte und nur aus Referaten bekannt ist; einzelne Versuche 
sind jedoch in zahlreichen Artikeln in den Comptes rendus beschrieben. 
Maillards Synthesen sind von besonderem Interesse fiir den Physiologen, 
weil die Bedingungen, unter denen sie stattfinden, zu denjenigen in enger 
Beziehung stehen, welche bei der Funktion der lebenden Zelle beobachtet 
werden. 

Des weiteren wandte sich Maillard!) dem Studium der Synthesen 
von Zuckerarten mit den Aminosaiuren zu. Diese Synthesen verlaufen 
nach seinem Bericht heftig bei 150° C, ziemlich rasch bei 100° C, doch wird 
die Reaktion auch bei 37°C und sogar bei noch niedrigerer Temperatur 
nach Verlauf einiger Tage beobachtet. Bei der gegenseitigen Wirkung 
von Zuckerarten und Aminosiuren wird eine amorphe, schwarze, humin- 
artige Substanz erhalten; bei ihrer Synthese spaltet die Aminosiure CO, 
ab, wihrend die Aminogruppe mit der Aldehyd- oder der Ketongruppe 
unter Wasserverlust reagiert. 

Maillards Arbeiten sind von groBer Bedeutung fiir die Aufklarung 
vieler Prozesse, die sich bei gleichzeitiger Anwesenheit von Zucker und 
Aminosiuren abspielen; bei der Hydrolyse der Organe und Gewebe z. B., 
kann ein Teil der aus EiweiSstoffen entstandener Aminosiuren mit Zucker 
unter Bildung huminartiger Verbindungen reagieren und auf diese Weise 
der Bestimmung entschliipfen. Nach den Arbeiten des Verfassers wird 
die Bildung bald groBer, bald kleinerer Mengen huminéser und melanoidin- 
artiger Stoffe bei der Hydrolyse verschiedener EiweiSstoffe verstandlich ; 
so ist z. B. bekannt, daB Hystone, in deren Zusammensetzung die Kohlen- 
hydratgruppe nicht vorhanden ist, beim Sieden mit einer 25—30 proz. 
Schwefelsiure gar keine huminédsen Stoffe geben. Im allgemeinen haben 
Maillards Arbeiten einen neuen Faktor in die Technik der Analyse von 
Gemischen hereingebracht, in welchen gleichzeitig Zucker und Aminosiuren 
vorhanden sind; die Méglichkeit ihrer gegenseitigen Wirkung muB auch 
beim Studium der Garung in Rechnung gezogen werden, woriiber ich spiter 
berichten werde. ‘ 

Diese Studien erlauben diejenigen vereinzelten Tatsachen zu ver- 
allgemeinern, welche in der Hefeliteratur beschrieben und bis heute keine 
Erklarung erhalten haben. Ich werde einige derselben erwihnen und aus- 
fiihrlicher die aus dem Laboratorium von B. Robertson hervorgegangene 
Arbeit von Birckner?) anfiihren. 

Birckner arbeitete mit kalifornischen Hefen des sog. Dampfbieres 
(,,steam beer‘); diese Hefe unterscheidet sich von den anderen durch einige 
physiologische Eigenschaften; als der Verfasser z. B. einen Extrakt aus 
derselben zu einer konzentrierten Glykoselésung hinzusetzte und dabei 


1) Maillard, Paris 1913; Cpt. rend. 154, 66. 1912. 
2) Birckner, V., Journ. of the Americ. chem. soc. 34, 1213. 1912. 
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nach Croft - Hill und Emmerling eine Synthese der Maltose erwartete, 
so erwies sich, daB das erwartete Disaccharid nicht entstanden war. Nach- 
dem dieses Gemisch im Thermostat bei 70° C 24 Stunden stehengeblieben 
war, hatte es gine rétlichbraune Farbung angenommen; nach Verlauf 
weiterer 2—3 Tage wurde die Farbe dunkelrot und der Geruch aromatisch ; 
Nach dauerndem Stehen in einem dicht verschlossenen Probierglischen 
bei 70° C wurde die Fliissigkeit ganz schwarz und hatte eine braune kérnige 
Substanz ausgeschieden. Der Inhalt des Kolbens reagierte gegen Lackmus 
saver und schied wahrend der ganzen Dauer des Stehens im Thermostat 
kein Gas aus; bei 30°C und bei der langen Dauer des Versuches wurden 
keine Verainderungen beobachtet, die Lésung behielt immerwihrend ihre 
sauere Reaktion und gelbliche Farbung. Mit Kontrollversuchen iiberzeugte 
sich der Verfasser, daB weder Zucker noch Hefeextrakt allein unter den oben 
bezeichneten Bedingungen eine solche Farbung geben und vermutete 
daher, da8 mit dem Hefeextrakt ein gewisser katalytischer Faktor herein- 
getragen worden war, welcher die beschriebene Erscheinung hervorgerufen 
hatte. Dieser eigentiimliche Faktor, den der Verfasser als Glucoseferment 
bezeichnet, wird sogar in der Siedehitze nicht zerstért (,,boiling does not 
destroy its activity); im letzten Fall wird sogar eine bessere Farbung 
erhalten. Beim trocknen Erhitzen des dunklen Stoffes hat der Verfasser 
einen Karamelgeruch wahrgenommen, den auch Maillard beobachtet 
hat. Unter den Produkten des Glykosezerfalles fand Birckner Pentosen 
und Formaldehyd, jedoch weder CO, noch Alkohol. Er kam so zu dem 
Schlusse, daB sich unter dem Einflusse des Fermentes ,,Glucase“‘ der Zerfall 
der Glykose nicht auf dieselbe Weise vollzieht wie unter dem Einflusse 
der Zymase. 

Heutzutage darf man ohne Zweifel sagen, daB Birckner gar keine 
»Glucase“‘ in Hinden hatte und da8 er mit dem Hefeextrakt zur Glykose 
nicht ein eigentiimliches Ferment, sondern stickstoffhaltige Produkte 
hinzusetzte, am wahrscheinlichsten Aminosduren, welche als Material 
zur Synthese mit der Glykose dienten; die Konzentrationen waren in den 
Versuchen des Verfassers bedeutend ; so nahm er z. B. 160 ccm einer 40 proz. 
Glykose mit 40 ccm Hefeextrakt. Birckner hat den in seinen Versuchen 
erhaltenen schwarzen Niederschlag nicht untersucht, derselbe soll wahr- 
scheinlich mit Maillards huminésen Substanzen identifiziert werden; 
diese Vermutung besitzt groBe Wahrscheinlichkeit, weil der Verfasser fiir 
seine Synthesen eine hohe Temperatur und hohe Glykosekonzentrationen 
benutzt hat, dies sind namlich die zum Verlauf dieses Prozesses vorteil- 
haftesten Bedingungen; in dem vom Verfasser zugesetzten Hefeauszuge 
waren zweifellos EiweiSzerfallprodukte enthalten, welche den zweiten 
Bestandteil der huminésen Stoffe bilden. Sonach muB Birckners Arbeit 
als eine Bestatigung der Angaben der obenerwahnten Verfasser angesehen 
werden. Die Versuche von Rubner!) iiber Synthesen aus Produkten 
der Hefeautolyse zihlen wahrscheinlich auch zur Klasse der Erscheinungen, 


1) M. Rubner, Die Ernahrungsphysiologie der Hefezelle bei alko- 
holischer Gairung. Leipzig 1913. 
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welche von Kostitschew und W. Brilliant beschrieben sind. Rubner 
autolysierte 5 g Hefe mit Toluol bei 30° C wihrend 3 Tagen; die erste Por- 
tion (Kontrollportion) hat er analysiert, zu einer zweiten ebensolchen Portion 
(Versuchsportion) setzte er bis 10% Zucker hinzu und. lieB sie weitere 
24 Stunden im Thermostat; darauf unterwarf er sie ebensolchen Bestim- 
mungen wie die Kontrollportion. Rubner bestimmte den Stickstoff in 
Hefen nach deren Abzentrifugierung und in der Fliissigkeit ; auSerdem wurde 
im Zentrifugat Stickstoff im Niederschlage der Phosphorwolframsiure 
und als NH,-Stickstoff bestimmt. 

N-Menge in der N-Menge in der 

Kontrollportion | Versuchsportion 

in mg in mg 
In Hefen 123,2 
in der Fliissigkeit 6,3 
im Niederschlage der Phosphorwolfram- 
0 


NH, -Stickstoff 0 

Der Verfasser zieht den SchluB, daB die Synthese aus stickstoffhaltigen 
Produkten in Gegenwart von Zucker auch unabhingig von dem Lebens- 
prozeB stattfindet. 

Samtliche Verfasser, die ahnliche Synthesen erhalten haben, behaupten 
in voller Ubereinstimmung, daS bedeutende Zuckerkonzentrationen not- 
wendig sind, damit der BindungsprozeB der Aminosiiuren glatt gehe. 
Maillard nahm 3—4 Teile Wasser auf 4 Teile Glykose, bei Kostitschew 
und Brilliant erreichte die Konzentration 40%, bei Birckner 32%, 
doch ist die Frage, ob Synthesen bei schwachen Glykosekonzentrationen 
moglich sind, ungelést geblieben. 

Ich lasse nun meine oben angekiindigten Versuche folgen. 
Die Verminderuug des Stickstoffs nach van Slyke war verhilt- 
nismaBig sehr gering, fand jedoch ohne Zusatz von Zucker statt. 
Als ich diejenigen Portionen, in welchen die Synthese von Glukose 
mit Aminoséuren zu erwarten war, auf ihr Verhalten gegen Feh- 
ling untersuchte, erhielt ich stets ein positives Resultat. 

Wihrend des Autolyse, und zwar nach Inaktivierung der 
Zymase fand Hydratisation der Polysaccharide unter Anreicherung 
reduzierenden Zuckers statt; die Menge dieses Zuckers verminderte 
sich bedeutend, wie ich es in denjenigen Versuchsportionen be- 
obachtete, in welchen die Bindung der Aminosiuren stattgefunden 
hatte, in einigen Fallen verschwand sogar der Zucker vollstiandig. 

Um die oben ausgesprochene Annahme noch besser zu stiitzen, 
ware noch zu zeigen, da8 ein Zusatz geringer Mengen von Zucker 
zu den autolysierten Portionen eine entsprechende Bindung von 
Stickstoff nach van Slyke hervorzurufen vermag. 
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Versuch 6: 6 Portionen Lebedewscher Hefe zu ca. 1,1 g mit 10 cem 
Wasser. Toluol. Die Autolyse dauerte 88 Stunden bei 34° C. Das Quantum 
von Eiweifstickstoff variierte von 91,2 bis 94 mg pro Portion; die Resultate 
sind auf eine 100 mg Stickstoff enthaltende Portion umgerechnet worden. 

Stickstoff nach  Stickstoff in mg 
van Slyke in mg gebunden 

. Autolyse 88 Stunden 58,5 
2. desgl. doch 0,5 com 10 proz. NaOH 

zugesetzt und weitere 24 Stunden 

bei 58° C autolysiert 56,9 
. desgl. doch vor der weiteren 24stiin- 

digen Autolyse noch 0,1 g Glykose 

zugesetzt 56,0 2,5 
4. desg]l. doch 0,4 g Glykose ... . 54,2 4,3 
i gp: eles ‘ aoe 41,1 17,4 
Seg Se, dae me 34,0 24,5 

Weitere zwei Portionen wurden — der ersten und der zweiten 
parallel — angesetzt. In beiden ist die Anwesenheit von Zucker 
nachdem die Eiweifstoffe durch Kupferhydroxyd niederge- 
schlagen waren, durch ihr Verhalten gegen Fehling festgestellt 
worden, doch war die reduzierende Kraft in der zweiten Portion 
bei weitem schwicher, als in der ersten. Als besonders wichtig ist 
in diesem Versuch zu unterstreichen, daB ein Zusatz so kleiner 
Mengen Zucker, wie 0,1 resp. 0,4 g, schon die Bindung von immer 
gréBeren Mengen des Stickstoffs der Aminosiuren bewirkte. 

Wenn die Einfiihrung von 0,1 resp. 0,4 g Glykose (was 1% 
resp. 0,4°% entspricht) in die Reaktion ein positives Resultat 
zeitigt, so ist es klar, daB diejenige winzige Bindung der Amino- 
sduren, welche in der zweiten Portion ohne Zusatz von Zucker be- 
obachtet wurde, durch die Anwesenheit des Zuckers erklart werden 
darf, der durch Hydrolyse der Polysaccharide waihrend der Auto- 
lyse entsteht. Im letzten Fall ist die Zuckermenge unbedeutend ; 
dariiber kann nach der Geringfiigigkeit der Stickstoffbindung nach 
van Slyke in der zweiten Portion geurteilt werden. Meine Ver- 
suche, den Zucker quantitativ nach Bertrand zu bestimmen, 
namentlich in Portionen, die der ersten und der zweiten Portion 
parallel angesetzt wurden, d. h. vor und nach der Synthese der 
Aminoséuren, haben keine klaren Resultate ergeben; versucht 
man den Zucker in Portionen zu bestimmen, welche von Eiweib- 
stoffen durch Fiallungsmittel wie Kupferhydroxyd oder essig- 
saures Blei befreit worden sind, so fallt ein voluminéser Nieder- 


* 
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schlag aus, der die Zuckerbestimmung hindert. Im niachsten Ver- 
such dagegen verschwand der Zucker vollstindig. 

Versuch 7: 10 Portionen Levurine zu je ca. 1,1 g mit 10 com Wasser. 
Toluol. Die Autolyse dauerte 41 Stunden bei 40°C. Samtliche Berech- 
nungen wurden auf eine 100mg EiweiBstickstoff enthaltende Portion 
gemacht; in einzelnen Portionen variierte diese Menge von 91,1 bis 94,9 mg. 


Im Vergleich mit 

Stickstoff nach der Kontrollpor- 

van Slyke in mg tion hat sich ge- 
bunden 


52,3 0 


52,1 
52,6 


autolysiert 
5.) desgl., wie 3 und 4, doch vor den 
44 Stunden Autolyse . 
6.) 0,2 g Glykose zugesetzt 
7.) desgl. wie 5 und 6, doch. . . . 
8.f 0,4g Glykose 
: desgl., 0,3 g Glykogen zugesetzt . ao 47,8 4,5 

In der 1. und 2. Portion wurde nach 41 Stunden Autolyse eine 
gute Reaktion auf Zucker erhalten; doch fiihrte in der 3. und 
4. Portion, welche wihrend 44 Stunden bei 56—60° C mit 
Alkali behandelt worden waren, die Fehlingsche Probe 
zu negativen Resultaten; hier hat sich der gesamte Zucker 
mit Aminosiuren verbunden. Interessant ist, daB der Zusatz auch 
winziger Mengen Glykogens die Bindung der NH,-Gruppe erhoht; 
offenbar findet hier eine Verzuckerung des Glykogen statt, und 
darauf schon die Bindung seiner Umwandlungsprodukte mit den 
Aminosauren. 

Ich habe noch den Versuch einer langdauernden gegenseitigen 
Wirkung von Glykose und Leucin ohne Hefe angestellt, wobei ich 
keine so bedeutenden Konzentrationen benutzte, als dié friiher 
zitierten Autoren. 

Versuch 8: Eine Lésung von 1,6g Leucin in 80 ccm erwarmten 
Wassers und in 4 Portionen zu je 20 ccm geteilt und zu jeder Portion je 
3g Galaktose zugesetzt; sonach war eine 2proz. Leucin- und 15proz. 
Galaktoselésung vorhanden. Die Stickstoffmengen wurden nach van Slyke 
in Milligramm bestimmt. Die 2., 3. und 4. Portion sind im Thermostaten 
bei 40°C mit Toluol aufbewahrt worden. 


1¢ 
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1. Kontrollportion 20 ccm 42,7 mg 
2. desgl., 7 Tage bei 40°C — 
3. desgl., 3 Monate ae UC 
3s 2 ar errr 


Nach Verlauf von 7 Tagen ist die 2. Portion etwas gelblich 
geworden. Es haben sich also nur Spuren der huminésen Substanz 
gebildet. Nachdem jedoch die Fliissigkeit 3 Monate im Thermostat 
geblieben war, hatte dieser ProzeB gute Fortschritte gemacht, die 
Flissigkeit war braun geworden und auf dem Boden des Kélbchens 
hatte sich ein geringer Niederschlag der huminésen Substanz ab- 
gesetzt. Die Menge des gebundenen Stickstoffs fand ich zu 9,2 mg 
(42,7—33,5). Im 3. und 4. Kélbchen hatten sich Glasblischen 
ausgeschieden, was nach Maillards Angaben zu erwarten war. 
Der Inhalt der Kélbchen erwies sich véllig steril. Wenn die Bin- 
dung der Aminosiuren bei der Thermostattemperatur stattfindet 
und sogar keine groBen Glykosekonzentrationen erfordert, so muB 
unzweifelhaft diese Erscheinung in all den Fallen in Rechnung 
gezogen werden, bei welchen in den Versuchen Zucker und stick- 
stoffhaltige Produkte gleichzeitig zugegen sind, z. B. bei der Zucker- 
girung; ich werde auf diese Frage spiter zuriickkommen, méchte je- 
doch hier noch bemerken, da die Anwesenheit sogar getéteter Hefe 
die Bindung der Aminosaduren mit Zucker beférdert, wahrscheinlich 
haben wir es in diesem Fall mit Absorptionserscheinungen zu tun. 


Versuch 9: Portionen trockener Hefe zu je 1 g mit 10 com Wasser 
sind auf dem Wasserbade wahrend 2 Minuten zum Sieden erhitzt worden; 
zu samtlichen ist zugesetzt worden: 1. Je 2 ccm Glykokollésung mit 0,2 g 
trockener Substanz; 2. je 1,8 g Glykose; 3. Toluol und 3 Tropfen 10 proz. 
NaOH; zur Kontrolle wurden alle diese Substanzen auch zu 10 com Wasser 
zugesetzt. Die Portionen blieben im Thermostat bei 40°C stehen; nach 
Verlauf einer bestimmten Zeit wurden die Portionen zur Stickstoffbestim- 
mung nach van Slyke gebraucht. 








Stickstoff nach van Slyke in mg 
Dauer des Auf- tinge 
enthalts im Kontr. 10cem  Glykokoll, Gly- 
Thermostat Wasser, Glyko- | kose und lg 
koll, Glykose getéteter Hefe 





0 35.7 42.7 
2 Tage - 38,2 
4 36.1 


” 





xr 33 5 35,1 

Wahrend 6 Tagen ist im System Glykokoll-Glykose 2,2 mg 
Stickstoff gebunden (35,7 —33,5), in Gegenwart gesottener Hefe - 
7,6 mg (47,7—35,7). In diesem Falle hatte Hefe eine gréfere 
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Stickstoffbindung nur durch ihre Gegenwart beférdert, denn die 
Fermente waren durch das Erhitzen getétet, und dasjenige win- 
zige Quantum NH,-Stickstoffs, welches in ihnen enthalten war, 
vermochte keine Zuckerbindung hervorzurufen, wie Kontroll- 
versuche zeigten. Ich will noch einen Versuch anfiihren, in dem 
eine Bindung des NH,-Stickstoffs bei 15 proz. Glykosekonzen- 
tration beobachtet wurde; die Synthese fand im System Wasser, 
ilykokoll, Glykose statt. 

Versuch 10: 0,2 g Glykokoll wurden in 20 ccm Wasser gelést und 
davon Portionen zu je 10ccm abgenommen; zu jeder derselben wurde 
1,5 g Glykose und darauf Toluol zugesetzt; die Kontrollportion wurde 
sofort analysiert, die Versuchsportion blicb im Thermostat bei 44—50° C 
7 Tage lang stehen, wobei eine deutliche Briunung auftrat. Die Stickstoff- 
analyse nach van Slyke ergab: 

Kontrollportion 
Versuchsportion . 

Nach Maillard findet bei der Bildung huminéser Sub- 
stanzen die Zersetzung der Karboxylgruppe der Aminosiure statt, 
sonach mufte auch in meinen Versuchen, in denen ja der Ver- 
lauf des gleichen Prozesses vorausgesetzt wird, parallel mit der 
Bindung der Aminogruppen eine gleich starke Bindung der Kar- 
boxylgruppen nachzuweisen sein ; dagegen folgt aus dem fiinften 
Versuch einwandfrei, daB ein solcher Parallelismus nicht vorhanden 
ist. Wie ist diese mangelnde Ubereinstimmung zu erklaren? Die 
Ursache ist darin zu suchen, da8 die Bezeichnung ,,huminése Sub- 
stanz‘‘ ein Sammelname fiir eine ganze Reihe von Verbindungen der 

-Aminosiuren mit Zucker ist. Bei der Wiederholung der Synthesen 
von Maillard habe ich éfters bemerken kénnen, da8B der ProzeB 
der Briunung des Gemisches rasch eintritt, doch die Entwicklung 
von CO, erst nach Verlauf einer langeren Zeit beginnt; es existiert 
offenbar eine ganze Reihe von Zwischenreaktionen, wobei sich 
zunachst die Aminogruppe bindet, und erst im nachsten Stadium 
die Abspaltung der CO, stattfindet. Die schwarze geleeartige 
Masse wird zu allerletzt, am Ende der Synthese erhalten; waihrend 
der ersten Zeit bleiben die huminésen Stoffe in Lésung. 

In meinen simtlichen Versuchen, in denen sich die Bindung 
der Aminosauren mit Glykose ohne Hefe in verdiinnten Lésungen 
vollzog, habe ich keine Ausscheidung von Kohlensiure beobachtet ; 
Nur ein Fall (8. Versuch), in welchem die Synthese 3 Monate 
dauerte, machte eine Ausnahme; dagegen findet die Briunung 
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der Lésungen und die Bindung der Aminogruppen stets statt. 
Verlief die Synthese in verdiinnten Glykoselésungen und bei ver- 
haltnismaBig groBen Mengen NH,-Stickstoffs, welche am Ende 
der Hefeautolyse beobachtet wurden, so endete diese Synthese 
bereits im ersten Stadium dieses Prozesses, bei welcher die Amino- 
gruppe bereits gebunden ist, die Karboxylgruppe sich aber noch 
nicht unter Ausscheidung von Kohlensiure zersetzt hat. Die 
Braunung der Lésung, welche als auferes Merkmal so charakte- 
ristisch fiir Maillards Synthesen ist, wurde in meinen Versuchen 
stets beobachtet, als die autolysierten Hefeportionen nach Zusatz 
einer kleinen Menge Alkali weiter bei 58—60° C aufbewahrt wur- 
den; diese Erscheinung wurde sowohl bei Zusatz von Zucker, als 
auch ohne ihn beobachtet. Wurden jedoch die autolysierten Hefe- 
portionen unter Innehaltung der anderen Bedingungen bei Zimmer- 
temperatur gelassen und nach Verlauf von 20—24 Stunden nach 
van Slyke untersucht, so wurde keine Bindung beobachtet. 

Bei Bindungsprozessen ahnlicher Art erweist sich die Methode 
van Slykes als auBerst empfindlich und erlaubt auch eine recht 
kleine Verminderung des NH,-Stickstoffs nachzuweisen, was in 
denjenigen Fallen besonders wichtig ist, in welchen man diese Re- 
aktion in verdiinnten Lésungen zu beobachten hat. 

Kostitschew und Brilliant, welche die Synthesen stick- 
Stoffhaltiger Stoffe in Gegenwart hoher Glukosekonzentrationen 
(40% und mehr) und bei hoher Temperatur anfiihren, haben 
Substanzen erhalten, welche durch Kupferhydroxyd niederge- 
schlagen werden; parallel beobachteten sie die Verminderung des 
Stickstoffs der Aminogruppen, wobei sich der Zuwachs von Stick- 
stoff im Niederschlage nach Stutzer mit der Verminderung des 
Stickstoffs der Aminogruppen beinahe deckte. Eine groBe Zucker- 
konzentration beférderte in den Versuchen der Verfasser die Bil- 
dung bestindigerer Verbindungen, offenbar huminéser Art, welche 
beinahe ganzlich nach St utzer niedergeschlagen wurden; dagegen 
sind meine Beobachtungen der Bindung der Aminogruppen ohne 
fremden Zuckerzusatz nicht von einer Stickstoffanreicherung im 
Kupferhydroxydniederschlage begleitet worden. Der Grund ist, 
da8B Produkte, welche ich erhalten habe, noch den Charakter von 
Zwischenprodukten trugen und nach Stutzer nicht niederge- 
schlagen wurden, obzwar ihr Stickstoff sich im van Slykeschen 
Apparate bereits dem Nachweis entzogen hatte. 
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SchluBfolgerungen. 


1. Erreicht der Eiwei8zerfall bei der Hefeautolyse eine be- 
stimmte Grenze, so kann man nach der Alkalisierung der Lésung, 
und fortgesetzter Autolyse eine Anreicherung von Eiweifstickstoff 
beobachten, der sich nach Stutzer bestimmen laBt. 

2. Diese Stickstoffanreicherung findet zugunsten der Frak- 
tion der urspriinglichen EiweiSzerfallsprodukte statt, welche durch 
Phosphorwolframsiure und durch essigsaures Blei niedergeschlagen 
werden; sie wird von einer nur unbedeutenden Stickstoffbindung 
nach van-Slyke begleitet. 

3. Nach einer bedeutenden Arbeit der Peptase wihrend der 
Hefeautolyse bei hoher Temperatur und bei Herstellung einer 
alkalischen Lésung wird eine Stickstoffverminderung nach van 
Slyke beobachtet, die keine Stickstoffanreicherung nach St utzer 
zur Folge hat. 

4. Die Verminderung der Aminogruppen unter diesen Be- 
dingungen ist kein Resultat einer etwaigen Desamination und ist 
nicht von einer Verminderung der Karboxylgruppen begleitet; 
sie fiihrt zur Bildung einer auBerst bestaindigen Verbindung. 

5. Die Bindung der Aminogruppen erklart sich durch eine 
Bildung von Verbindungen huminéser Art auf Kosten der Amino- 
siuren des Autolysats und derjenigen kleinen Zuckermengen, die 
nach der Autolyse iibrig geblieben sind. 

6. Vorangehender Grundsatz stiitzt sich auf die Beobachtung, 
daB die Bindung der Aminosdiuren mit Zucker (Synthesen nach 
Maillard) sich auch bei schwachen Konzentrationen der ge- 


nannten Stoffe vollzieht. 
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Uber Eiwei8spaltung in Hefen wiihrend der Girung. 


Von 


Nicolaus N. Iwanoff. 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg. ) 
(Eingegangen am 23, April 1921.) 


Im Stickstoffhaushalt der Tiere dient ein Teil des assimilierten 
EiweiBes als Ersatz des verbrauchten stickstoffhaltigen Materials 
der Zellen. Der tierische Organismus verliert stets ein gewisses 
Quantum von Stickstoff; wir kénnen diesen Verlust bis auf ein 
Minimum herunterschrauben, sind jedoch nicht imstande, ihn auf 
Null zu bringen, sogar in dem Falle, wo wir den ZufluB der stick- 
stoffhaltigen Nahrung vollstandig ausschalten. Dieser unvermeid- 
liche Verlust von EiweiB wird von Rubner!) als Abnutzungsquote 
bezeichnet. 

Andererseits wissen wir, daB die Pflanze den assimilierten 
Stickstoff sehr sorgsam behandelt, daB sie stickstoffhaltige Ab- 
falistoffe nicht ausscheidet; entstehen Produkte des Eiweifzerfalls, 
so kehren sie wieder in den Umsatz zuriick. Nur einzelne Fille 
stellen eine Ausnahme von dieser Regel dar; es ist uns zum Beispiel 
die Arbeit der denitrifizierenden Bakterien bekannt, welche in 
ungeheueren Mengen den von anderen Organismen aufgesammel- 
ten Stickstoff zersetzen; ferner vermégen bei gewissen Versuchs- 
bedingungen Wasserpflanzen molekularen Stickstoff auszuschei- 
den usw.?) Im allgemeinen werden jedoch die Tier- und Pflanzen- 
welt in bezug auf die Ausnutzung stickstoffhaltiger Nahrung ein- 
ander entgegengestellt. Dieser charakteristische Unterschied der 
beiden Naturreiche bleibt auch in dem Falle in Kraft, wo wir zu 
Schmarotzer- und saprophytischen Pflanzen tibergehen, welche 


1) Die Ernahrungsphysiologie der Hefezelle bei alkoholischer Garung. 


Leipzig 1913. 
8) A. Irving und R. Hankinson, Biochemical Journ. 3, 87. 1908. 
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fertige EiweiSstoffe oder deren Zersetzungsprodukte benutzen. 
Die sich in diesen Pflanzen befindenden proteolytischen Fermente 
zerstoren das ihnen fremde Eiwei8 und bilden arteigene Eiweib- 
stoffe aus den Zersetzungsprodukten ihres Wirtes. In einigen 
Fillen, wie zum Beispiel wihrend der Hefekultur bei reichlicher 
Zugabe stickstoffhaltiger Substanz, scheint jedoch die Hefe nicht 
imstande zu sein, den Stickstoff so 6konomisch auszunutzen, wie 
die autotrophe Pflanze, welche auch minimale Mengen des ge- 
bundenen Stickstoffes spart. 

A. Mayer!) hat sogar den Satz aufstellen wollen, daB sich bei der 
Hefegiirung stickstoffhaltige Exkremente ausscheiden, welche von den Hefen 
selbst nicht weiter als stickstoffhaltiges Nahrungsmaterial ausgenutzt 
werden kénnen. Sollte es gelingen, die von Ad. Mayer beobachteten 
Tatsachen im Sinne des von ihm vertretenen Grundsatzes auszulegen, so 
hatten wir bei der Hefe einen Fall, in dem der Stickstoffwechsel mehr 
dem der Tiere aihnelt. Kutscher®) hat den Gedanken ausgesprochen, 
daB das proteolytische Ferment der Hefe je nach den herrschenden Be- 
dingungen eine doppelte Funktion ausiiben kann: eine analytische und eine 
synthetische; in lebenden Hefen bei ZufluB von Nahrungsstoffen iiberwiegt 
die letztere; in getéteten Hefen jedoch, welche ohne Nahrungssubstrat 
gelassen werden, kommt die analytische Funktion des Fermentes zum Vor- 
schein, die sich in der alsdann beginnenden Zersetzung des eigenen Eiweibes 
auBert. 


Findet nun in lebenden Hefen wihrend der Garung nicht nur 
Synthese, sondern auch Zerfall von EiweiB statt? Die Entschei- 
dung dieser Frage ist bedeutend erschwert, wenn die Zuckez- 
girung in Gegenwart stickstoffhaltiger Substanzen stattfindet; 
in diesem Falle ist es nach Beendigung des Versuches fast un- 
méglich zu berechnen, welcher Teil des stickstoffhaltigen Materials 
den Ursprungssubstanzen angehért, und welcher sich als Produkt 
des Zerfalls des HefeeiweiBes gebildet hat. Die Gairung der Hefe 
in Zuckerlésung bietet jedoch die Méglichkeit, den stattgefun- 
denen Zerfall des EiweiBes aus den Produkten zu bestimmen, 
welche sich in der giirenden Fliissigkeit gebildet haben. Stellen 
wir fest, daB das Eiwei8 wahrend der Garung zerfallen ist, so 
k6nnen wir wieder nicht bestimmen, ob die erhaltenen Zersetzungs- 
produkte aus abgestorbenen Hefezellen herriihren, oder als Re- 
sultat der Lebenstitigkeit der Hefe waihrend der Girung ent- 


1) Ad. Mayer, Untersuchungen iiber die alkoholische Giarung, den 
Stoffbedarf und Stoffwechsel der Hefepflanze. Heidelberg 1869. 
*) Zeitschr. f. phys. Chem. 32, 59. 1901. 
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standen sind. Nur der letzte Fall kann mit einem solchen Stick- 
stoffverlust eines tierischen Organismus in Parallele gestellt wer- 
den, welcher als ,,Abniitzungsquote“ bezeichnet wird. 

Um Irrtiimer zu vermeiden, soll hier noch eine Bemerkung 
iiber den Begriff EiweiBzerfall eingeschaltet werden. Der Eiweib- 
zerfall wihrend der Girung darf durchaus nicht mit demjenigen 
EiweiBzerfall verwechselt werden, welcher nach der ,, EiweiBtheorie“‘ 
der Atmung und Garung von Pfliiger-Det mer stattfinden sollte. 
Nach dieser Theorie zerfallen wihrend der Atmung Eiweifstoffe 
des Plasma, wihrend zur Wiederherstellung des durch Atmung 
verbrauchten Materials nur Kohlehydrate notwendig sind. Heut- 
zutage muB diese Theorie, welche durch Tatsachen nicht be- 
staitigt worden ist, als vollstandig aufgegeben gelten. Meine wei- 
teren Beweise sollen nicht als Griinde zu gunsten dieser aufgege- 
benen Theorie angesehen werden, obzwar ich die Annahme von 
L. Iwanoff*) bestreiten werde, daB bei der alkoholischen Gairung 
die EiweiBstoffe der Hefe keine Zersetzung erleiden®). 

Die Verinderung der Stickstoffquantitét in Hefen waihrend 
der Zuckergiirung wurde noch zu jener Zeit beobachtet, als Stick- 
stoffbestimmungsmethoden in der Pflanze so unvollkommen 
waren, da man von einer genauen Kontrolle dieses Elements 
kaum reden konnte. 


Vor mehr als hundert Jahren trat als erster Thénard*), Zeitgenosse 
von Lavoisier, an die Lésung dieser Frage heran, indem er den Stickstoff 
aus der Ammoniakmenge berechnete, die er durch trockene Destillation 
der Hefe erhalten hatte. 

In einem Versuch goren 60g Hefe 4—5 Tage bei 15°C mit 300g 
Zucker; nach Abdestillieren und Ausscheidung léslicher Produkte hat sich 
das Gewicht der Hefe bis auf 40 g vermindert; bei trockener Destillation 
dieses Quantums erhielt der Verfasser weniger Ammoniak als vor dem Ver- 
such in 60 g Hefe enthalten war. Thénard schreibt: ,,Je fus étonné d’en 
retirer par la destillation beaucoup moins d’ammoniaque‘; daraus zieht 
er den SchluB, daB die Menge von Stickstoff in Hefen sich wahrend 
der Gairung vermindert. Der Verfasser stellte sich die Frage, was aus dem 
Stickstoff geworden sei. Zuerst vermutete er, daB er sich wihrend der 
Garung zusammen mit CO, gasférmig ausschiede, kam aber bald von dieser 
Vermutung ab, weil die von ihm gesammelten 41 Liter Gas von Kalilauge 


1) L. Iwanoff, Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 464. 1904. 

2) Diese Behauptung wurde als Argument gegen die Theorie von 
Pfliiger- Detmer angefiihrt. 

3) Thénard, Ann. de Chim. 46, 294. 1803. 
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vollstindig absorbiert wurden. Auch im abdestillierten Alkohol fand der 
Verfasser keinen Stickstoff. Sind Thénards Versuche auch nicht véllig 
iiberzeugend — er wuBte ja selbst, daB Stickstoff in einer Form existieren 
kann, welche bei trockener Destillation keinen Ammoniak gibt —, so ist 
von ihm dennoch die Frage der Stickstoffverwandlung bei der Garung richtig 
gestellt worden und seine Lésung hat sich der Wahrheit naheliegend erwiesen. 

Pasteur’) erkannte auf Grund seiner Versuche an, da8 Hefe einen 
Teil ihres Stickstoffs wihrend der Garung verliert. Er unterschied die 
Zuckergérung in Gegenwart und unter AusschluB von EiweiSstoffen. 
Der Verfasser verfolgte das Schicksal des Stickstoffs bei der Garung in 
reiner Zuckerlésung. Es wurden zum Versuch 100 g Zucker und 1,198 g 
Hefe, 9,77% Stickstoff enthaltend, genommen und nach der Garung 1,745 g 
Hefe, 5,5% Stickstoff enthaltend, zuriickgewonnen. Die Hefe hatte also 
ihr Gewicht, dank Aufnahme stickstoffreier Substanzen, wahrscheinlich 
von Glykogen, erhéht, aber das absolute Quantum Stickstoffs verkleinerte 
sich von 117 bis auf 96 mg; es wurde ein vollstindig sicheres Resultat 
erhalten: Ein Teil der stickstoffhaltigen Produkte der Hefe war in Lésung 
gegangen. Im Versuche Pasteurs ging die Gairung in langsamem Tempo 
von statten und fiihrte zu einer Vermehrung des Trockengewichts der Hefe, 
weil Zucker im UberschuB vorhanden war. Duclaux®) wiederholte den 
Versuch Pasteurs; 7 Tage lang hat er 40g Zucker der Garung unter- 
worfen; die Stickstoffmenge in der Hefe fiel von 215 g bis auf 148 g, trotzdem 
den Hefen stickstoffhaltiges Material in Form von apfelsaurem Ammonium 
zugegeben worden war, das Trockengewicht der Hefe blieb waihrend des 
Versuchs fast unverindert. Es ist interessant, daB sich unbeachtet der 
Abnahme von Stickstoff in der Hefe mehr als */, (198 mg aus 282 mg) des 
hinzugefiigten im apfelsauren Ammonium enthaltenen Stickstoffes in 
gebundenem Zustand vorgefunden hat, d. h. es hat mit Magnesium nicht 
abdestilliert werden kénnen. Die SchluBfolgerung des Verfassers, da’ 
sowohl der aus Hefen ausgeschiedene Stickstoff als auch das aus apfelsaurem 
Ammonium assimilierte Produkt in Form von in Filiissigkeit geléstem 
EiweiBstoff existieren, ist ginzlich willkirlich, da er nicht versucht hat, 
die Natur des in der Garfliissigkeit léslichen Stickstoffes zu bestimmen. 
Schiitzenberger®) arbeitete mit groBen Mengen Hefe; die Garung vollzog 
sich rasch, dauerte bloB einige Stunden, aber die Quantitat des Stickstoffs 
in der Hefe fiel von 1,4 g bis auf 0,874 g. 

Alle Autoren, welche die Girung im System — Hefe, Zucker, Wasser — 
beobachtet haben, sind darin einig, daB die Stickstoffmenge in den Hefe- 
zellen fallt, doch kann sich deren Trockengewicht je nach den Umstinden 
entweder vergréBern oder vermindern oder unverandert bleiben. 

Liebig*) erkannte auch an, daB bei einer gewissen Dauer der Garung 
die stickstoffhaltige Substanz aus den Hefezellen in eine zuckerreiche 


1) Pasteur, Ann. de Chim. 58, 407. 1860. 
2) Duclaux, Cpt. rend. 59, 450. 1864. 

3) P. Schiitzenberger, Bull. de la soc. chim. de Paris 21, 204. 1874. 
4) Liebig, Annalen d. Chemie u. Pharmazie 153 (I). 1870. 
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Fliissigkeit heraustritt. Ferner findet in der Kulturfliissigkeit eine Neu- 
bildung von Hefezellen statt, welche ihrerseits wieder Stickstoff ausscheiden, 
so daB der Proze8 monatelang fortdauern kann. Nach Anschauungen 
Liebigs bleibt jedoch ein Teil des stickstoffhaltigen Materials stets in 
unléslichem Zustande in den Hefen; sollte doch der ganze Stickstoff aus 
den Zellen heraustreten und zum Aufbau neuer Hefeindividuen dienen 
kénnen, so wire der GairungsprozeB ein wahres Perpetuum mobile. Es 
zeigt sich aber, da8 nicht nur die ganze stickstoffhaltige Substanz der Hefe 
nicht imstande ist, véllig in léslichen Zustand iiberzugehen, sondern daB 
auch ein gewisser Teil des Stickstoffes, welcher sich auBerhalb der Hefe 
befindet, nicht als Material zum Neuaufbau der Hefe verwendet werden 
kann. Nachdem diese Beobachtungen gemacht worden waren, erhob 
sich die Frage nach der Beschaffenheit der stickstoffhaltigen Exkre- 
mente der Hefe. Als Impuls zur Aufnahme diesbeziiglicher Arbeiten 
dienten Versuche Pasteurs. Dieser Verfasser stellte fest, daB der 
von Kohlensiure und Alkohol befreite Extrakt gegorener Hefe sich als 
weniger tauglich zu einer neuen Giarung erweist, als der wasserige Auszug 
aus Hefe, die noch nicht gegoren hatte, obzwar letztere weniger Stick- 
stoff enthalt. 

Ad. Mayer!) hat diese Erscheinung ausfiihrlicher studiert und die 
Theorie der Hefeexkremente geschaffen. Er lieB sich Hefe in Zuckerlésung 
in Gegenwart der verschiedensten Stickstoffquellen entwickeln und be- 
stimmte dabei die Mengen der ausgeschiedenen Kohlensiure; es stellte 
sich heraus, daB keine einzige der Stickstoffquellen eine so tippige Ent- 
wicklung der Hefe bewirkte als der Wasserauszug aus Hefen selbst. Aus 
dem Wasserextrakt frischer Hefe hat Mayer eine Substanz erhalten, 
welche 4% Stickstoff enthielt; er verglich die Nahrkraft derselben mit 
derjenigen Substanz, welche aus der Fliissigkeit erhalten war, in welcher 
sich die Garung vollzog; nach Entfernung der fliichtigen Girungsprodukte 
durch Abdampfen und nach Reinigung besaB sie einen Karamelgeruch, 
war braun gefairbt und enthielt 5,7% Stickstoff. Der Verfasser setzte zu 
15proz. Zucker in einem Falle (I) 0,15 g Substanz zu, welche durch Ab- 
dampfen aus dem Extrakt gegorener Hefe erhalten war, in einem anderen 
Falle 0,15 g Substanz aus frischer Hefe (II), besite beide Kolben mit Rein- 
kultur und beobachtete die Entwicklung der Hefe gemesser an der aus- 
geschiedenen Kohlensiuremenge. Obzwar im ersten Falle auch mehr 
Stickstoff vorhanden war, so wurden doch nach 13 Tagen folgende Quan- 
tititen Kohlensiure erhalten: I 204 mg, II 815mg. Diese Beobachtungen 
gaben dem Verfasser die Veranlassung, 2 Formen Stickstoff zu unter- 
scheiden: Nahrungsstickstoff und Exkrementstickstoff. 

Der soeben beschriebene Versuch Mayers klart noch nicht die Frage 
auf iiber die Natur des stickstoffhaltigen Produktes, welches von Hefen 
nicht assimiliert wird und sich im Extrakt der ,,erschopften“ Hefe befindet; 
unbeachtet des groBen Stickstoffinhalts konnte das gegebene Produkt 
nicht als gute Nahrung dienen; nicht die Quantitaét, sondern die Qualitat 


ty he 








30 N. N. Iwanoff: 


des stickstoffhaltigen Materials hatte Bedeutung fiir die Hefe. Man konnte 
auf die Vermutung kommen, da8 der begrenzende Faktor bei der Ent- 
wicklung der Hefe bei diesen Bedingungen nicht Stickstoff, sondern andere 
Elemente waren, z. B. die aschenhaltigen. In Erwigung der Bedeutung 
der letzteren stellte Mayer Versuche iiber die Garung in Zuckerlésungen 
bei Gegenwart verschiedener Quanten von ,,Wasmanns Pepsin“ an, ein 
stickstoffhaltiges Produkt, das unserem Pepton entspricht. Nachdem die 
Giarung zu Ende war, filtrierte Mayer die Hefe ab, verdampfte das Filtrat 
zur Entfernung von Kohblensiure und Alkohol, fiigte Zucker hinzu und 
steckte wieder mit Hefen an. In denjenigen Fallen, wo zunichst weniger 
Stickstoff hinzugefiigt war, wurde eine Verlangsamung der Garung be- 
obachtet. In simtlichen Kolben waren gleiche Mengen aschenhaltiger 
Elemente, war also die Verarmung stickstoffhaltiger Nahrungsmittel die 
einzige Ursache, welche nach Mayers Meinung die Garung verlangsamte. 
Es wurde folgende SchluBfolgerung gezogen: In der Girfliissigkeit erscheint 
léslicher Stickstoff, welcher teilweise nicht mehr von der Hefe ausgenutzt 
werden kann. 

Was die Zusammensetzung dieser stickstoffhaltigen Exkremente 
anbelangt, so ist deren chemische Natur vollstaindig unbekannt geblieben; 
Pasteur und Mayer stellten fest, daB diese Substanzen in Wasser léslich 
sind und durch Alkohol niedergeschlagen werden. Fiir Verfasser, welche 
iiber diese Frage gearbeitet hatten, war der Sinn der Stickstoffausscheidung 
in die Garfliissigkeit unverstandlich. Liebig |. c., der die Hypothese 
ausgesprochen hat, daB die Garung durch den Zustand molekularer Be- 
wegung der Partikelchen hervorgerufen wird, meinte, daB die aus Hefen 
austretenden stickstoffhaltigen Substanzen in der Garfliissigkeit molekulare 
Bewegungen hervorrufen; als Folge solcher Bewegungen erscheint nach 
Liebigs Meinung u. a. auch die Zuckerinversion in der giérenden Fliissigkeit. 
Der Verfasser zog eine Parallele zwischen dem Austritt stickstoffhaltiger 
Produkte aus der Zelle und der fermentativen Wirkung. In einer neuen 
Auflage seiner Monographie im Jahre 1902 meint Ad. Mayer’), daB eine 
charakteristische Eigenschaft der stickstoffhaltigen Exkremente ihre 
Unfahigkeit zu einer neuen Assimilation ist; der Verfasser sagt aber gar- 
nichts iiber die chemische Natur dieser Verbindungen. 


Sonach war die Frage vom Zerfall der Eiweifstoffe waihrend 
der Garung im positiven Sinne entschieden worden. Im Jahre 
1904 jedoch trat L. Iwanoff?) mit entschiedenen EKinwendungen 
gegen diese Theorie hervor und stellte den friiheren Angaben seine 
Versuche entgegen, welche ihn zu vollstandig entgegengesetzten 
Resultaten fiihrten. 

Der Verfasser verhilt sich ablehnend zu der Pfliiger-Dettmerschen 
Theorie iiber die Teilnahme der Eiweifstoffe an der Pflanzenatmung. 


1) Ad. Mayer, Agrikulturchemie, Garungschemie. Heidelberg 1902, 
S. 138 u. 139. 
*) L. Iwanoff, Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 464. 1904. 
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Aufgabe L. A. Iwanoffs war, zu verfolgen, wie sich Nucleoproteide wahrend 
der energischen Kohlensaiureentwicklung bei Hefegirung verhalten. Dem 
Verfasser war es unklar, ob sich Nucleoproteide bei Hefegirung einfach zer- 
setzen oder ob dieselben, ohne unmittelbar teilzunehmen, indirekt wirken, 
indem sie bei der Zersetzung Zymase ausscheiden. Eine Entscheidung 
suchte der Verfasser dadurch herbeizufiihren, daB er die Verainderung des 
Proteidstickstoffes wahrend der Garung verfolgte. Die Versuche wurden 
im System — Hefe, Zucker, Wasser — ohne Zusatz von Nahrungsstoffen 
ausgefiihrt. Hefe wurde durch Kupferhydroxyd niedergeschlagen, und zwar 
wurde die Ausfillung in einer Girfliissigkeit vorgenommen, in welcher 
durch qualitative Reaktion kein Eiweif nachgewiesen werden konnte; 
der Verfasser hatte keine Griinde zu vermuten, daB dort stickstoffhaltige 
Verbindungen vorhanden sein kénnten, welche keinen EiweiBcharakter 
besitzen und welche durch Kupferhydroxyd niedergeschlagen werden 
kénnen. Die Versuche des Verfassers wurden mit kauflichen PreBhefen 
und mit Reinkulturen von Hefen ausgefiihrt. Samtliche Versuche gaben 
ein vollstandig einstimmiges Resultat — die Stickstoffquantitat im Cu(OH),- 
Niederschlag blieb nach 14tagiger intensiver Garung unverindert. So 
wurde im Versuch 2 vor dem Versuch in der Portion 70,35 mg Stickstoff 
nach Stutzer gefunden, nach dem Versuch 81,12 mg; im dritten Versuch 
war vor dem Versuch 25,2 mg, nach dem Versuch 25,22 mg; im letzten 
Fall vollzog sich die Girung auf 60 proz. Zucker und dauerte 4 Tage bei 
25° C, wobei 6 g Zucker (aus 15 g) vergoren waren; die Stickstoffquantitat 
nach Stutzer blieb unverandert, die Menge des nichtproteinartigen Stick- 
stoffs ging in diesem Versuch bis auf 8% herauf, im vierten Versuch sogar 
_ bis auf 14%. Diese Ergebnisse lieBen den SchluB zu, daB die Gesamtmenge 
der Proteide und Eiweifstoffe der Hefe bei der Garung keine merkliche 
Veranderung erfaihrt, weder in bezug auf Synthese, noch in bezug auf Zer- 
setzung. Um der Erwiderung zu entgehen, daB Hefe unter gewissen Be- 
dingungen iiberhaupt nicht fahig ist, eine EiweiBsynthese auszufiihren, 
setzte der Verfasser in einem Versuch wabrend der Garung 0,25 g Asparagin 
zu und beobachtete nach 3 Tagen eine Erhéhung des Proteinstickstoffs 
von 31,0—41,93 mg. 

Nachdem der Verfasser die allgemeine Fahigkeit zur Stickstoff- 
assimilation festgestellt, spricht er die Meinung aus, daB der nichteiweiB- 
artige Stickstoff der Hefe nicht als Material zur Synthese dienen kann. 
Die Resultate der Versuche L. Iwanoffs sollten ihn doch zu der Anerken- 
nung der Theorie Ad. Mayers iiber Ausscheidung stickstoffhaltiger Exkre- 
mente wahrend der Garung fiihren; doch er meint, daB die Garung nicht 
von einer Ausscheidung solcher ,,Exkremente“ begleitet wird, erklart 
vielmehr die Erschépfung und Stickstoffverarmung der Hefe bei dauernder 
Zuckergirung durch Verminderung der lebenden Zellen durch Absterben. 
Stellt man sich auf den Standpunkt des Verfassers, so bleibt diejenige 
Beobachtung der alten Verfasser unklar, wonach der aus Hefen wahrend 
der Girung ausgeschiedene Stickstoff nicht wieder assimiliert werden kann. 
L. Iwanoff erklairt die Resultate friiherer Verfasser (Pasteur, Liebig, 
Mayer und Schiitzenberger) durch unvollkommene Anstellung ihrer 
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Versuche. Der Verfasser weist darauf hin, daB die Versuche wiahrend einer 
langeren Zeit nicht steril gefiihrt worden waren; die Quantitat des Nicht- 
eiweiBstickstoffs in Hefen war groB, die Hefenzellen starben ab, doch konnten 
sich ihre Zersetzungsprodukte nicht vollstaindig synthetisieren. Es ist 
jedoch interessant, hier die Versuchsresultate der kurzdauernden Garung 
von Schiitzenberger und Destre m zu notieren; diese Verfasser vergoren 
200 g Zucker in Gegenwart von 100 g Hefe wahrend 24 Stunden und be- 
obachteten auch eine Verminderung von Stickstoff in Hefen wahrend dieses 
Zeitraumes von 2,81 g bis auf 2,7 g Stickstoff'). Indessen wurden in L. 
Iwanoffs Versuchen auch nach 4tagiger Vergirung keine Spuren von 
EiweiBzerfall beobachtet. Unwillkirlich trat die Frage auf, ob sich nicht 
eine solche Verschiedenheit der Resultate durch verschiedene Methodik 
erklart. 

Samtliche SchluBfolgerungen L. Iwanoffs basieren auf dem Grund- 
satz, daB nur EiweifSstickstoff durch Kupferhydroxyd niedergeschlagen 
wird; von diesem Standpunkt aus war es vollstandig gefahrlos, die Fallung 
nach Stutzer in der urspriinglichen Garfliissigkeit auszufiihren, wie es 
der Verfasser getan hat. Sollte es jedoch gelingen, zu zeigen, daB sich bei 
der Giarung stickstoffhaltige Substanzen bilden, welche keinen Eiweif- 
charakter besitzen, aber auch durch Kupferhydroxyd niedergeschlagen 
werden, so wiirden die Resultate des Verfassers eine andere Deutung erhalten. 

In einer umfangreichen Arbeit naherte sich ferner Pringshei m?) 
der Frage iiber die Verwandlung des Stickstoffs wahrend der Garung. 
Der Verfasser notierte den Widerspruch zwischen den friiheren Forschern 
und L. Iwanoff in dieser Frage. Es scheint Pringsheim theoretisch 
besonders wichtig, daB sich die Garung nach L. Iwanoffs Ansicht auch 
ohne EiweiGzerfall vollzichen kann; dieser Grundsatz widerspricht nicht 
der Tatsache, daf in einigen Fallen eine Verminderung des Stickstoff- 
gehaltes in Hefen bei der Gairung beobachtet wird. Der Verfasser meint, 
daB die Hefe zunichst Stickstoff der Lésung entnimmt, sobald aber der 
Wuchs sich stark vermindert hat oder zu Ende gekommen ist, sich die 
Ausscheidung von Stickstoff aus den Hefen vollzieht. Pringsheim inter- 
essiert die Frage, ob nicht altere Zellen bei Eintritt der Garung lésliche 
stickstoffhaltige Substanzen ausscheiden. Er stellt eine Reihe von Ver- 
suchen iiber Girung und Entwicklung der Hefe an, indem er minimale 
Quanten Hefe in 250 ccm Nahrlésung sit, welche 15% Zucker und ver- 
schiedene Mengen schwefelsaures Ammonium — von 3,026 bis 0,48g — 
enthalt. Es stellte sich heraus, daB der Verbrauch von Ammoniak- 
stickstoff durch Hefe sich mit der Konzentration des letzteren 
erhéhte, doch war dessen Verbrauch sehr groB und iberstieg 
bedeutend dasjenige Quantum Stickstoff, welches von Hefen 


aufgespart war. 


1) Die Verfasser wuschen Hefe vor und nach dem Versuch mit kochen- 
dem Wasser und urteilten von der Menge des zerfallenden EiweiBes je nach 
der Erhéhung des Stickstoffs im Waschwasser nach dem Versuch. 

*) Diese Zeitschr. 3, 121. 1907. 
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Nach 100 Tagen 
verminderte sich NH,-Stickstoff in Lésung 37,8, waihrend Hefe 6,7 mg 

Stickstoff enthielten; 
verminderte sich NH,-Stickstoff in Lésung 91,0, wahrend Hefe 17,9 mg 

Stickstoff enthielten; 
verminderte sich NH,-Stickstoff in Lésung 49,7, wihrend Hefe 11,9 mg 

Stickstoff enthielten. 

Der Verfasser nahm willkiirlich an, daB simtlicher Ammoniakstick- 
stoff von Hefen verbraucht wird, wenn sich Ammoniak am Ende des Ver- 
suchs nicht abdampfen l4Bt, obzwar die Stickstoffmenge in Hefen sich ca. 
5 mal kleiner erwies'). 

Der Verbrauch von Ammoniak nimmt mit der Erhéhung der Konzen- 
tration von NH,-Ionen zu, aber im allgemeinen besteht kein Zusammenhang 
zwischen dem Ammoniumverbrauch und der Garung wahrend des Wachs- 
tumes der Hefe. Anstatt Ammoniak kann man zu Versuchen Asparagin, 
Leucin und andere Aminosiiuren gebrauchen, die analoge Resultate liefern ; 
nimmt man jedoch als Quelle der stickstoffhaltigen Nahrung Pepton, 
so wird schon ein weniger bemerkbarer Unterschied zwischen der Menge 
des Stickstoffs in Hefen und dessen Verbrauch aus der Lisung beobachtet. 
Pringsheim beurteilte den Verbrauch von Stickstoff durch Hefe nach 
der Verminderung von Ammonium und Aminosaéuren in der Nahrlésung; 
er meinte, daB Stickstoff aus diesen Quellen geschépft wird, von Hefen 
assimiliert und sich darauf wieder in die Garfliissigkeit ausscheidet. Es 
erscheint fiir den Verfasser selbst fraglich, ob simtliches gebunden er- - 
schienene Ammoniak in seiner Verwandlung durch das Eiwei8 der Hefezelle 
gegangen ist. Der Verfasser rechnet mit der Méglichkeit, daB eine erhéhte 
Stickstoffkonzentration auf die Hefezelle reizend wirkt; dabei vollzieht sich 
ein erhéhtes Eindringen von Stickstoff in den Zellensaft, jedoch ohne 
entsprechende Anreicherung des EiweiBes; im gegebenen Fall kénnte eine 
Anreicherung an Zwischenprodukten stattfinden, ohne jedoch das End- 
stadium, Eiwei8, zu erreichen. Auch ist die Annahme nicht von der Hand 
zu weisen, daB die zugesetzten Ammoniumsalze zu Synthesen anderer 
Produkte gefiihrt haben oder daB bei der Ammoniumnahrung dieses Produkt 
nicht quantitativ zum EiweiBaufbau verbraucht worden ist, sondern zur 
Ausnutzung untauglicher Substanzen bildet, welche sich eben ausscheiden. 
Diese letzte Erwaigung riihrt von Rubner her, der sich zu den Angaben 
Pringsheims kritisch verhielt. Der letzte notiert noch in seinen Ver- 
suchen, daB sich die Ausscheidung des Stickstoffs aus der Zelle, genauer 
die Bindung des Ammoniakstickstoffs, erhéht mit der VergréBerung des 
tehaltes von Ammoniakstickstoff in der Nahrlésung, mit der Dauer der 
Garung und mit der Erhéhung der Temperatur, bei welcher sich die Bindung 
volizieht. Angesichts der Versuche von Pringsheim taucht unwillkiirlich 


1) Es ist interessant zu bemerken, da8 in Duclaux Versuch mehr als 
2/, des hinzugefiigten Ammoniakstickstoffs gebunden wurden (198 mg 
aus 282 mg), obzwar die Stickstoffmenge in Hefen sich wahrend der Garung 
von 215 bis auf 148 mg verminderte. 


Biochemische Zeitschrift Band 120. 
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der Gedanke auf, ob man die Bindung des Ammoniaks nicht durch 
Garung und nicht durch die Lebenstatigkeit der Hefe, sondern 
durch unmittelbare Synthese von Ammoniak und Zucker 
ohne Einwirkung von Organismen und Fermenten erklaren 
kann. Versuchsresultate der letzten Jahre geben uns die Még- 
lichkeit, Fragen dieser Art zu entscheiden. 

W. Palladin und mir’) ist es gelungen, die Bindung von Ammoniak 
in vorliufig autolysierten Hefen zu zeigen, wenn man ihnen Glykose und 
Phosphat zusetzt. So ist im Versuch 5 die Autolyse von 10g Hefanol in 
150 ccm Wasser vor sich gegangen; nach Verlauf von 5 Tagen war das 
Quantum von Ammoniakstickstoff, welches bei 40°C und 15mm Druck 
abgedampft wurde, gleich 29,0 mg. Fiigte man darauf zu diesen Portionen 
je 25g Glykose und je 4g KH,PO, hinzu und dampfte das Ammoniak 
nach Verlauf von weiteren 4—5 Tagen ab, so wurde wihrend dieser Zeit 
eine Bindung von Ammoniumstickstoff bemerkbar, dessen Quantitat bis 
auf 19,2 mg gefallen war; die Synthese erreichte 33% des urspriinglichen 
Quantums. Noch genauere Resultate haben wir bei Zusatz von Leucin 
erhalten. Unsere Versuche wiesen auf die Abhangigkeit des nach der Auto- 
lyse bestimmten Ammoniumquantums von der Menge der Substanzen, 
welche durch Phosphorwolframsiure niedergeschlagen werden. Bei Ver- 
minderung von Ammoniak erhéhte sich die Menge des von Phosphor- 
wolframsiure niedergeschlagenen Stickstoffs. Unsere Versuche iiber 
Ammoniumbindung verliefen ohne jeglichen Einflu8 der Garung, nach 
5tagiger Autolyse der Hefe; in diesem Falle konnte man natiirlich nicht 
von der Arbeit der Zymase reden, dennoch haben wir damals diese Er- 
scheinung fiir einen fermentativen ProzeB gehalten. Nach den Arbeiten 
von Kostitschew und W. Brilliant, 1. c., soll eine freie Bindung von 
Aminosiuren und Ammoniak mit Zucker anerkannt werden. Sie beobach- 
teten einen bedeutenden Verbrauch von Ammoniak in denjenigen Ver- 
suchen, in welchen Ammoniak kiinstlich hinzugefiigt wurde; diese Er- 
scheinung vollzog sich, sobald man zu Hefen nach der Autolyse Zucker 
und kohlensaures Ammonium hinzufiigte und die Ansitze im Thermostaten 
bei 55° C stehengelassen hat. Es zeigte sich weiter, daB die Synthese nicht 
nur unabhingig von Hefefermenten vor sich ging, sondern daB die Gegen- 
wart der Hefe selbst fiir den Verlauf dieser Reaktion gar nicht notwendig 
war. 4g Glykose mit 0,4 g (NH,),CO, und 0,5 g Glykokoll wurden in Gegen- 
wart von 10 ccm Wasser 3 Tage bei 55° C ohne Hefe aufbewahrt; am Ende 
des Versuchs ergab die Versuchsportion 42,0 mg Stickstoff nach Stutzer. 
Eine Anwesenheit von Stickstoff im Niederschlag von Kupferhydroxyd 
zeigte sich auch bei gegenseitiger Wirkung von kohlensaurem Ammonium 
und Zucker. 

Sonach miissen simtliche Synthesen und Bindungen von 


Ammoniak und Aminosiuren mit Zucker mit der Erscheinung der 


2) We Palladin und N. Iwanoff, Zur Kenntnis der gegenseitigen 
Abhangigkeit zwischen EiweiBabbau und Atmung der Pflanzen II. Diese 
Zeitschr. 42, 325. 1912. 
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Bildung huminéser Substanzen, welche von Maillard (I. c.) be- 
schrieben ist, in Parallele gestellt werden. Zwar sprach Maillard 
nur von der Bindung der Aminosiuren mit Zucker, doch wurde in 
der letzten Zeit von A. Trussoff') der Gedanke ausgesprochen, 
da8 die von Maillard beobachtete Erscheinung durch Veriinde- 
rung der Kohlenhydrate unter Einflu8 von Ammoniak bedingt 
wird, wobei sich Ammoniak aus der Aminogruppe der Aminosiure 
bildet. Einstweilen kann noch nicht gesagt werden, daB es so ist; 
tiberhaupt harrt noch die chemische Struktur der erhaltenen Ver- 
bindungen ihrer Untersuchung, doch ist das eine sicher, daB nicht 
nur Aminoséuren, sondern auch Ammoniak mit Zucker ohne Ein- 
flu8 von Fermenten in Verbindung treten kénnen. Die Reaktions- 
geschwindigkeit hangt von der Konzentration der reagierenden 
Lésungen und von der Temperatur ab. In S. Kostitscheffs und 
W. Brilliants Versuchen ging die Stickstoffsynthese in Gegen- 
wart von 40 proz. Glukose vor sich, doch habe ich diese Erschei- 
nung auch bei niedriger Zuckerkonzentration — bis 1% — be- 
obachten kénnen; selbstredend wurden mit der Verminderung 
der Konzentration immer kleinere Quantititen des gebundenen 
Stickstoffs erhalten. 

Als die Méglichkeit der Bindung von Aminosiuren und Am- 
moniak mit Zucker ohne jeglichen Einflu8 von Fermenten klar 
wurde, erschien es notwendig, die Resultate dieser Synthese bei 
allerlei physiologischen Prozessen in Rechnung zu ziehen, wo diese 
Substanzen gleichzeitig zusammentreffen. 

Von diesem Standpunkte aus kénnen die oben beschriebenen 
Versuche Pringsheims tiber die Giarung leicht eine Erklarung 
finden, In seinen Versuchen befand sich eine 15proz. Zucker- 
lésung 100 Tage lang mit schwefelsaurem Ammonium zusammen; 
Ammoniak verschwand, weil es in direkte Verbindung mit Zucker 
trat, wobei sich Verbindungen bildeten, aus welchen Ammoniak 
nicht abgetrieben werden konnte. Daraus erhellt, warum zuweilen 
5mal mehr Ammonium verschwand, als sich in Hefen Stickstoff 
anreicherte, und warum sich die nicht mehr nachweisbare N-Menge 
nicht proportional seines Verbrauchs durch Hefe vergréBert, son- 
dern proportional der Konzentration von schwefelsaurem Am- 
monium. Wir wissen, daB die Erhéhung der Konzentration der- 


1) A. Trussoff, Materialien zum Studium des Bodenhumus. I. Teil. 


Petrograd 1917. 
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artige Synthesen fordern kann. Die von Pringsheim beobachtete 
Bindung von Ammoniak wahrend der Girung und Lebenstatig- 
keit der Hefe spricht zu gunsten einer Bildung stickstoffhaltiger 
Substanzen, deren Anwesenheit Ad. Mayer veranlaBte, von 
stickstoffhaltigen Exkrementen der Garung zu reden. Diese Ver- 
bindungen bilden sich meiner Meinung nach unabhingig von der 
Garung und iiberhaupt unabhingig von Hefen; die Anwesenheit 
der letzten kann nur eine zur Synthese von Glykose mit Amino- 
siiuren und Ammoniak iuBerst giinstige Sphare schaffen. 

Der Grundsatz L. Iwanoffs von der Unzersetzlichkeit des 
HefeeiweiBes wihrend der Girung basiert darauf, daB in Ver- 
suchen, in welchen sich eine energische, doch kurzdauernde Hefe- 
girung abspielte, keine Stickstoffverminderung nach Stutzer 
beobachtet wurde. L. Iwanoffs Versuche wurden in einigen 
Fallen in 60proz. Zuckerlésungen ausgefiihrt; unbeachtet ihrer 
kurzen Dauer konnten hier Synthesen vom Typus Maillards 
auf Kosten des Stickstoffs der Aminosiuren beobachtet werden; 
die dabei synthetisch gebildeten Substanzen werden vom Kupfer- 
hydroxyd niedergeschlagen; sollte die Bindung von Aminosauren 
mit Zucker wihrend der Garung wirklich Platz greifen, so konnten 
in diesem Falle, bei der Fallung nach Stutzer, stickstoffhaltige 
Verbindungen, welche keinen EiweiBcharakter besitzen, in Rech- 
nung kommen und den Stickstoff der wahrend der Garung zer- 
fallenen EiweiBstoffe kompensieren. 

Der von vielen Forschern konstatierte Zerfall der EiweiB- 
stoffe wihrend der Garung wurde durch L. Iwanoffs Arbeiten 
nicht nur in Zweifel gezogen; vielmehr zihlte seine Ansicht in 
dieser Frage bis zur letzten Zeit zu den allgemein anerkannten. 
Sollte es gelingen, zu zeigen, da8 wihrend der Girung stickstoff- 
haltige Verbindungen, nach Maillard entstehen, welche den Ei- 
weifzerfall maskieren, so waren iiberhaupt keine neuen Beweise 
fiir den Zerfall des EiweiBes waihrend der Garung nétig, es wiirde 
geniigen, sich auf diesbeziigliche klassische Arbeiten iiber die 
Garung zu beziehen. Doch bevor ich zum Berichte meiner Ver- 
suche iibergehe, will ich noch die Angaben der obenerwahnten 
Arbeit Rubners anfiihren, dessen Standpunkt dem L. Iwanoff- 
schen entgegengesetzt ist. 


Rubner untersucht die Arbeiten derjenigen Verfasser, welche den 
Stickstoffverlust bei Hefen wihrend der Garung in stickstoffreier Umgebung 





Eiweifspaltung in Hefen wihrend der Girung. 37 


beobachteten; diese Verfasser iuBern die Meinung, daB dieser Proze8 in 
Parallele gestellt werden kann mit der Eiwei8verwandlung bei héheren 
Tieren. Derjenige unbedingt notwendige EiweiBverlust im _tierischen 
Organismus, welchen Rubner als ,,Abniitzungsquote“ bezeichnet hat, 
kann seiner Meinung nach mit dem bei der Hefegiirung eintretenden Stick- 
stoffverluste verglichen werden. Rubner verhilt sich kritisch zu Pasteurs 
Versuchsbedingungen und nimmt besonders daran AnstoB, daB groBe Mengen 
Hefe in die Girfliissigkeit eingetragen worden waren, als der N-Verlust 
beobachtet wurde. Unanfechtbar erscheinen Rubner nur Versuche mit 
einem Uberschu8 von Zucker; auBerst wahrscheinlich findet er die von 
Ad. Mayer betonte Analogie der unausnutzbaren N-haltigen Ausschei- 
dungen von Hefen mit denen des tierischen Organismus. Er unterscheidet 
scharf 2 Formen von HefeeiweiBzerfall: Die Autolyse ohne Nahrmittel 
und die Garung bei ungeniigendem Nahrmaterial; im letzten Fall sind die 
Hefen zu einer ,,inneren‘‘ Ausnutzung der eigenen lebenden Substanz 
gezwungen, was von einem unzertrennbaren Zusammenhang dieses Pro- 
zesses mit dem Leben zeugt und auch zu dessen Gleichsetzung mit den 
,»Abniitzungsvorgingen“ der tierischen Zelle Veranlassung gibt. 

Zu seinen Versuchen schreitend, kritisiert Rubner L. Iwanoffs 
Angaben iiber Unzersetzlichkeit des EiweiBes wihrend der Hefegirung. 
Vom physiologischen Standpunkte aus erscheint Rubner eine vollstandige 
Beseitigung der EiweiBrolle bei Nahrprozessen unwahrscheinlich. Rubner 
ficht auch L. Iwanoffs Methodik an; die Fallung nach Stutzer') ist 
seiner Meinung nach ein nur ungenaues Verfahren zur EiweiSbestimmung; 
auf Schjernings*) Studien tiber Stutzers Methode Bezug nehmend, 
vermutet Rubner, da8 durch Kupferhydroxyd auch Eiwei$zerfallprodukte 
niedergeschlagen werden, was auch Bross’s Versuche wahrscheinlich 
machen. Zu dieser Vermutung kommt Rubner, indem er die sehr kleinen 
Quantitaiten Stickstoff in Erwigung zieht, welche L. Iwanoff aus dem 
Filtrat gegorener Hefe nach der Fillung nach Stutzer gewonnen hat. 
In einem Versuch Rubners sind 29,82 mg Hefestickstoff in das Zentri- 
fugat*) iibergegangen, nachdem der Hefe in Wasser vor der Fillung mit 
Cu(OH), erhitzt worden ist, wie es die Methode Stutzers verlangt. Jedoch 
sind im Filtrat einer gleichzeitig angesetzten Portion Hefe nach der Fallung 
mit Cu(OH), bedeutend kleinere Quantititen léslichen Stickstoffs geblieben. 
In seinen Versuchen hat Rubner die Hefe stets vor und nach der Zucker- 
gaérung abzentrifugiert; nach der Verminderung des Stickstoffs in Hefen 
konnte der Verfasser das Quantum Stickstoff beurteilen, welches waihrend 
der Garung in Lésung gegangen ist, jedoch nicht von einem Zerfall der 
EiweiBstoffe herzuriihren brauchte, weil der Ubergang der Eiweifstoffe 


1) Stutzer, Journ. f. Landw. 28, 103. 1880. 

*) Schjerning, H., Zeitschr. f. analyt. Chemie 39, 345, 663. 1900. 

3) Rubners Einwendungen kénnen in diesem Punkte nicht als iiber- 
zeugend angesehen werden, weil ein Teil der EiweiBstoffe wahrend der 
Zentrifugierung in Lésung iibergehen konnte und nach Stutzer auch 
lésliche EiweiBstoffe niedergeschlagen werden. 
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in Lésung nicht auf ihre Spaltung hinweist. Sonach kénnen sich Angaben 
der Versuche Rubners und die nach der Methode Stutzers erhaltenen 
Resultate stark unterscheiden. Rubner beobachtete die Garung von 5 g 
Hefe mit 120 mg Stickstoff in 10proz. Saccharoselésung bei 36—38° C; 
nach Verlauf von 24 Stunden wurde die Hefe zentrifugiert, die Lésung 
abgegossen, zu der Hefe von neuem eine Zuckerlésung hinzugefiigt und die 
Hefe wieder der Garung iiberlassen usw. bis 6 mal. Es stellte sich heraus, 
daB sich die Stickstoffmenge in der Hefe vermindert hatte, die Zahl des 
Stickstoffinhalts fiir einen bestimmten Tag ist gleich der Stickstoffmenge 
fiir den vorigen Tag multipliziert mit dem Koeffizienten 0,86. 


Es wurde Stickstoff in Hefen bei Anfang .. . . 120 mg bestimmt; 
a ae bg » am Ende des 1. Tages 112 ,, =e 
2. 92 ~(C, ” 
a ae 

4. 63 ‘ 
oe le ‘ ne 52 ” 

; se he oe et AE ® ” 

Dabei verminderte sich in einer gewissen Proportion auch die Garkraft 
der Hefe (Koeff. = 0,64). Der Verlust an Garkraft schreitet also in gréBerer 
Progression fort als der Verlust der Stickstoffmenge in der Hefe. Wenn 
sich auch die Garkraft mit dem Verlust derjenigen stickstoffhaltigen Hefe- 
substanz vermindert, welche als lebend angesehen werden muB, so darf 
doch nach Ansicht des Verfassers der ganze aus Hefen ausgeschiedene 
Stickstoff nicht auf Rechnung der stickstoffhaltigen lebenden Substanz 
gesetzt werden. Rubner weist auf die alten Versuche Hayducks?) hin, 
welcher bemerkte, daB sich eine Erhéhung der Garkraft in Hefen iiberhaupt 
mit der Erhéhung des Stickstoffinhalts bemerkbar macht und meint, daB 
der allmahliche Verlust an Stickstoff in Hefen wahrend der Garung zur 
Abschwichung der Garungsenergie fiihrt. Des weiteren hebt Rubner 
hervor: ,,Danach war der N-Verlust um so gréBer, je stiirmischer die Garung“ 
und macht auf die Abhangigkeit des N-Verlustes von der Temperatur 
aufmerksam. So gaben 5 g Hefe mit 10 proz. Zucker nach 3 Tagen Garung 
folgenden Stickstoffverlust in % pro Tag: 


” 


” 


Nachdem Rubner den allmahlichen Stickstoffverlust bei der Garung 
bemerkt hat, nahm er Hefeproben und versuchte deren Fahigkeit zur 
Kultur auf Bierwiirzeagar; es stellte sich heraus, daB wahrend die Mengen 
der Stickstoffverminderung gleichmaBig sind, der Verlust an Kulturfahig- 
keit in einer viel schnelleren Progression vor sich geht. Die Garkraft war 
noch am 6. Tage groB, waihrend zu dieser Zeit nur ein ganz unbedeutender 
Teil der Hefe (0,02%) geblieben ist, welcher zur weiteren Kultur fahig 


1) Hayduck, M., Zeitschr. f. Spiritusind. 14, 173, 174. 1880. 
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war; dabei verminderte sich die Zahl der Hefezellen nicht. Sonach kann 
der Stickstoffverlust nicht einer etwaigen Lésung der abgestorbenen Zellen 
zugeschrieben werden. Der Verfasser stellte vergleichende Versuche an: 
1. Hefe + Zucker, 2. Hefe + Wasser; es stellte sich heraus, daB in den 
ersten 24 Stunden der Stickstoffverlust in Zucker gréBer war als in der 
Wasserportion (13,2% gegen 11%); doch besa8 der Stickstoffverlust einen 
verschiedenen Charakter; im Wasser ging ein autolytischer ProzeB vor sich, 
wahrend sich in Zuckerlésung eine Zersetzung des stickstoffhaltigen Ma- 
terials in nichtassimilierbare Auswurfsubstanzen vollzog. Bei dauernder 
Hefekultivierung in Zucker kann sich eine Stickstoffausscheidung aus den 
Zellen auch unabhangig von der Garung ereignen; dank der Autolyse 
entsteht dabei eine partielle Zersetzung der abgestorbenen Substanz. 

Sonach hangt der Stickstoffverlust wahrend der Garung von einer 
einerseits mit dem LebensprozeB verkniipften Funktion ab, andererseits 
von den mit dem allmihlichen Absterben der Hefe verbundenen Erschei- 
nungen. Im allgemeinen bezweifelt aber der Verfasser nicht im geringsten, 
da8 Hefe, welche in einer stickstoffreien Umgebung girt, einen Stickstoff- 
verlust erleidet und kommt weiterhin zu dem SchluB: ,,Alles in allem 
genommen, tragt dieser N-Verlust den Stempel eines echten biologischen 
Prozesses. “ 

Rubner bestimmte die Giarungsenergie mit der calorimetrischen 
Methode und meinte, da8 die Garung sich aus einer Lebens- und einer 
enzymatischen Zersetzung des Zuckers zusammensetzt; dieser ProzeB 
findet bei der Hefegirung in Gegenwart von Toluol statt. 

Gegen diese eigentiimlichen Ansichten Rubners iiber die Garung 
trat der Begriinder der enzymatischen Girungstheorie, E. Buchner’), auf. 
Er weist daraufhin, da8 bei der Garung mit Toluol in 60 proz. Zuckerlésung 
die Kohlensiureentwicklung fast aufhért, nicht, weil in lebenden Zellen 
die Enzyme vernichtet werden, sondern weil der Zucker nicht in das Innere 
der Zelle eindringen kann; nun erklirt Buchner die Resultate vieler Ver- 
suche Rubners dadurch, da8 Rubner die Anwesenheit des Koenzymes 
nicht in Rechnung gezogen hat. Laut Buchner bildet sich in lebenden 
Hefen das Koenzym sogar bei Zuckergirung in Abwesenheit stickstoff- 
haltigen Materials (das letzte ist fiir das Koenzym anscheinend auch nicht 
nétig). Fiihrt man diesen Faktor in das Studium der Giarung ein, so wird 
man Rubners Versuchen iiber proportionale Verminderung der Garkraft 
in Abhangigkeit von der Stickstoffverminderung eine andere Deutung geben 
miissen. 

Jedenfalls zeigte Rubner, daB sich aus den Hefen bei der Garung 
stickstoffhaltige Substanzen ausscheiden; ihre Natur bleibt unaufgeklart. 
Nageli?) und Hayduck machten darauf aufmerksam, da8 diese Ver- 
bindungen durch Phosphorwolframsiure niedergeschlagen werden; doch 
kann man in denselben jedenfalls nicht Peptone erkennen (Nageli), weil 
anders schwer zu verstehen wire, warum L. Iwanoff in der Garfliissigkeit 


1) Ber. d. Dtsch. Chem. Ges. 47, 853. 1914. 
*) C. Nageli, Theorie der Garung, 1879. 
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keine Biuretreaktion erhalten konnte. Lintner’) beobachtete Substanzen, 
die sich bei der Garung bilden und durch Phosphorwolframsaure nieder- 
geschlagen werden, wenn Hefe mit Asparagin in 20 proz. Saccharose genahrt 
wurde; in diesem Falle ging bis 50% des urspriinglich hinzugefiigten Stick- 
stoffs in eine solche Substanz iiber, doch wenn das Quantum Hefe klein 
war und die Konzentration der Saccharose bis 10—12% fiel, so wurden nur 
wenig durch Phosphorwolframsiure fallbare Substanzen erhalten. 

Nach allen Angaben verliert sonach die Hefe wihrend der Girung 
Stickstoff, doch ist es unter diesen Bedingungen L. Iwanoff nicht gelungen, 
einen EiweiBzerfall zu beobachten. Vielleicht liegt der Schwerpunkt der 
Sache in der Methodik der Bestimmung des EiweiSstickstoffs, wie ich schon 
oben erwahnt habe. 

Ich habe mich schon friiher iiberzeugen kénnen?), daB bei 
Anwendung der Methode Stutzers manchmal Kupfernieder- 
schlige erhalten werden, welche fast gleiche Stickstoffmengen ent- 
halten, die sich dem Charakter der in ihnen enthaltenen stickstoff- 
haltigen Verbindungen nach unterscheiden; so wurden in einem 
Niederschlag bei der Hefeautolyse 48,8 mg Stickstoff, in einem 
anderen 48,4 mg erhalten; fallte man jedoch parallele Portionen 
mit essigsaurem Blei und darauf das erhaltene Filtrat mit Kupfer- 
hydroxyd, wie es 8. Kostitscheff und W. Brilliant in der oben 
zitierten Arbeit machten, so stellte sich heraus, daB der Cu(OH),- 
Niederschlag im ersten Falle 19,1 mg, im zweiten 29,1 mg Stick- 
stoff enthielt ; dieser Stickstoff besitzt ohne Zweifel keinen Eiweif- 
charakter, da er nach Beseitigung der EiweiBstoffe und Peptone 
durch Blei erhalten wurde; er maskierte daher im Kupfernieder- 
schlag den EiweiSzerfall. Wir miissen also, um authentische 
Zahlen des nach dem Zerfall gebliebenen EiweiBstickstoffs zu er- 
halten, welcher urspriinglich durch Cu(OH), niedergeschlagen 
wurde, d. h. von 48,8 und 48,4 mg resp. 19,1 und 29,1 mg Stickstoff 
abziehen, der wissentlich keinen Eiwei®charakter besitzt; im Re- 
sultat bleiben im ersten Falle 29,7 mg, im zweiten 19,3 mg Eiweib- 
stickstoff; den urspriinglichen Angaben gemaf wurde jedoch kein 
Unterschied zwischen diesen zwei Portionen erhalten. 

Fiir meine Versuche gebrauchte ich reine Hefe der Fabrik 
Karjakin in Kursk, welche auf spezielle Bestellung erhalten wurde. 
Die Garung war von kurzer Dauer, 24—48 Stunden. Mit Ausnahme 
einiger Versuche wurde kein Antiseptikum hinzugefiigt. Die Ver- 
suchsresultate zeigten einstimmig, daB wihrend der Zeit der ener- 


1) Lintner, Wochenschr. f. Brauer 1, 3. 1884. 
2) N. N. Iwanoff, Journ. d. russ. botan. Ges. 1, 113. 1916. 
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gischen Garung keine Mikroorganismen in der Fliissigkeit er- 
schienen; die bakteriziden Eigenschaften der Hefe kamen voll- 
standig klar zum Vorschein; die von gegorenen Hefen abfiltrierten 
Produkte, die 5—7°%, Spiritus enthielten, blieben wihrend 2 
Wochen ohne jede Spur von Ansteckung. Die Versuche wurden 
bei einer Temperatur von 24—31° C ausgefiihrt. Die Fallung der 
EiweiBstoffe wurde entweder mittels Cu(OH), oder essigsauren 
Bleis vorgenommen; nach der Fallung mit Blei wurde im Filtrat 
zuweilen der Stickstoff nach Stutzer bestimmt. Im letzten Falle 
hatte man die Absicht, Produkte der Synthese von Aminosiuren 
mit Zucker einzufangen, welche durch Cu(OH),, aber nicht durch 
essigsaures Blei niedergeschlagen werden. Zur EiweiSbestimmung 
wurden auch andere Fallungsmittel gebraucht: 5 proz. Lésung von 
Quecksilbersublimat, Tannin, essigsaures Uran. Die stickstoff- 
haltigen Niederschlige wurden nach Kjeldahl verbrannt. 
Versuch 1: 40 g lebender Hefe wurden sorgfaltig mit 200 com Wasser 
und 20g Zucker vermischt. Daraus wurden mit der Pipette Portionen 
von je 20ccm genommen. Die Giarung dauerte 36 Stunden bei 25°C. 
Die Fallung wurde durch essigsaures Blei oder durch Cu(OH), erzeugt, 
wobei die Girfliissigkeit nicht abgesondert wurde. In Niederschligen 


wurden folgende Mengen Stickstoff in Milligramm erhalten: 
Nach 


Kontrolle 46 ceunden! ) 


82,8) 


ee a 4 : : sa | 
mg N im Niederschlag von essigsaurem Blei 82,44 82,6 79,44 79,4 


mg N im Niederschlag von Cu(OH),. . . . a 74,1 rag 78,1 
Schon der erste Versuch zeigte, daB, wenn man Stickstoff 
nach Stutzer bestimmt, eine vollstandige Bestitigung L. Iwa- 
noffs Angaben gefunden wird, hat sich doch die Menge von Ei- 
weiBstickstoff nicht nur nicht vermindert, sondern sogar erhéht 
(von 74,1 bis auf 78,1); eine unbedeutende Stickstofferhéhung im 
Cu(OH),-Niederschlage wurde auch von L. Iwanoff in einem 
seiner Versuche (75) beobachtet, wo vor der Girung 80,35 mg und 
nach derselben 81,12 mg Stickstoff nach Stutzer bestimmt wur- 
den. Im Gegensatz hierzu zeigte die Fallung durch essigsaures 
Blei, daB sich die Menge von EiweiBstickstoff wihrend der Garung 
von 82,6 bis zu 79,4 mg verminderte. Wie ist ein solcher Unter- 


1) Nach 12 Stunden energischer Girung, als die Fehlingprobe die 
Abwesenheit von Zucker bezeugte, wurden noch je 2g hinzugefiigt. 
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schied zu erklaren? Ich habe Filtrate der Portionen, welche mit 
essigsaurem Blei niedergeschlagen waren, nach Stutzer gefallt 
und stellte fest, daB, wihrend Kontrollportionen gar keinen Stick- 
stoff im Cu(OH),-Niederschlage aufwiesen, Portionen, welche 
36 Stunden gegoren hatten, im Kupferniederschlage 3,8 mg Stick- 
stoff enthielten. Daraus mu8 folgende SchluBfolgerung gezogen 
werden: wahrend der Garung sind stickstoffhaltige Sub- 
stanzen aufgetreten, welche keinen EiweiScharakter 
besitzen und nach Stutzer niedergeschlagen werden. 

Die weiter folgenden Versuche iiber Garung wurden bei einer 
Temperatur von 31° C ausgefiihrt. 

Versuch 2: 50 g lebender Hefe wurden mit 250 ccm 10 proz. Saccharose 
durchgeriihrt; mit einer Pipette wurden Portionen von je 20ccm ab- 
genommen. Die Garung vollzog sich bei 31°C. Der Gesamtinhalt von 
Stickstoff in der Portion war 104,2 mg. Die Fallung wurde durch essig- 
saures Blei oder durch Kupferhydroxyd erzeugt. Es wurden folgende Mengen 
Stickstoff in Milligramm in den Niederschligen erhalten: 

: Pb. Cu(OH), 


, 93,4) 90,2 
Kontrollportion 93,8) 93,6 ade 90,4 


Nach 24stiindiger Garung') £9".\ 83,1 ie 94,3 


77,2) 82,3 
a: eee » agg THE a 83,0 
ee = ceagumaia temas 1 oo Tyg, 


Nach Fallung mit Blei wurde das Filtrat mit Cu(OH), nieder- 
geschlagen; es wurde Stickstoff in mg 
Kontrollportion Nach 24stiind. Gir. Nach 48stiind. Gar. 
1,0 6,0 7,6 
erhalten. 

Der Versuch zeigt, daB der Eiwei8zerfall schon nach 24 Stun- 
den viel scharfer beobachtet wird, als im vorhergehenden Versuch ; 
zu Anfang war 93,6 mg, nach 24 Stunden blieb 83,1 mg und nach 
48 Stunden bereits 77,2 mg; jedoch nur in dem Fall, als die Fallung 
mit essigsaurem Blei stattgefunden hatte, fallte man nach St utzer, 


1) Nach 10 Stunden war der ganze urspriinglich hinzugefiigte Zucker 
vergoren und sind weitere 2 g hinzugefiigt worden, doch ist nach 24 Stunden, 
von Beginn der Garung an gerechnet, der Zucker wieder verschwunden; 
die darauf weiter hinzugefiigten 2g sind jedoch auch nach 72stiindiger 
Garung nicht vollstandig verschwunden. 
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so hat sich das Stickstoffquantum nach 24 Stunden sogar etwas 
erhoht (von 90,4 bis auf 94,3 mg) und fast nach 48 Stunden fillt 
dieses Quantum bis auf 83,0 mg; doch der im Filtrat vom Blei 
nach Stutzer gefallte NichteiweiBstoff waichst von 1 mg in der 
Kontrollportion bis 6,0 mg nach 24 Stunden und bis 7,6 mg nach 
48 Stunden; diese Erhéhung erklirt uns den Zuwachs von Stick- 
stoff nach Stutzer von 90,4—94,3 mg wihrend 24stiindiger 
Garung; eine starke Anreicherung an Nichteiweifstoff, der durch 
Kupferhydroxyd gefallt wird, ist wihrend der ersten Stunden der 
Garung zu bemerken. Der Nichteiweibstickstoff steigt nicht in 
dem MaBe, wie der EiweiSstickstoff fallt; deshalb sehen wir im 
Anfang eine Steigerung von Stickstoff nach Stutzer; zuweilen 
sind die Mengen Stickstoff in der Kontroll- und in der Versuchs- 
portion gleich, wie es éfters in L. Iwanoffs Versuchen der Fall 
war, und bei mir im nichstfolgenden Versuch. Jedoch sogar dann, 
wenn sich der Stickstoff in den Cu(OH),-Niederschligen der Kon- 
troll- und Versuchsportionen quantitativ nicht unterscheidet, ist 


- der qualitative Bestand der stickstoffhaltigen Verbindungen immer 


verschieden, weil die Versuchsportion stets ein viel gréBeres Quan- 
tum von NichteiweiBverbindungen enthalt, welche nach Stutzer 
niedergeschlagen werden, als die Kontrollportion. 

In den beschriebenen Versuchen wurde Zucker mehrmals hin- 
zugefiigt, nach MaBgabe seiner Vergirung, zuweilen wurden kurz- 
dauernde Perioden beobachtet, wo gar kein Zucker in Lésung war; 
sonach konnten Einwendungen gemacht werden, daB der Eiweib- 
stickstoff zu der Zeit zerfiel, als die Garung wegen Zuckermangels 
in Stockung geraten war, deshalb wurde ein Versuch angestellt, 
in welchem so viel Zucker hinzugefiigt wurde, daB er bis zum 
SchluB des Versuchs ausreichte. 

Versuch 3: 25 g lebender Hefe wurden sorgfaltig mit 250 com Wasser 
und 50g Zucker vermischt und davon 9 Portionen gleichartiger Masse 
zu je 30ccm genommen. Die Garung vollzog sich 24 Stunden lang bei 
31°C. In einer Portion wurde die ausgeschiedene Kohlensiure nach der 
Gewichtsmethode bestimmt, in kleinen Kolben, welche mit MeiBls Ven- 
tilen geschlossen waren. 

Urspriinglich war 5,5 g Zucker in der Portion; nach 24 Stunden hatte 
sich 2,37 g CO, ausgeschieden, war sonach der gréBte Teil des Zuckers 
vergoren. 

Die Portionen wurden mit essigsaurem Blei und nach Stutzer 
gefalit. In den Niederschligen waren folgende Mengen Stickstoff in Milli- 
gramm erhalten: 
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Nach 
24stiind. Gar. 
76,9) 
76,4$ 
76,6) 
76,3f 


Kontrollportion 


81,8) 
81,4f mA 
76,6) . 
77,0 1&8 


76,6 


76,5 


Nach der Fallung mit Blei wurde das Filtrat nach St utzer bearbeitet; 
im Cu(OH),-Niederschlage wurde Stickstoff in Milligramm erhalten: 
Kontrollportion 0,8 mg 


Nach 24stiind. Garung a 2,9 mg 


Die Resultate der Faillung mit Cu(OH), weisen auf ein Aus- 
bleiben des EiweiBzerfalls hin, doch andert sich das Bild, wenn 
man in die erhaltenen Resultate — Kontrollportion 76,8, und 
Versuchsportion 76,5 mg — Korrekturen einfiihrt, d. h. wenn man 
von diesen Zahlen den Stickstoff subtrahiert, der wissentlich keinen 
EiweiBcharakter besitzt, namentlich im ersten Fall 0,8 mg, im 
zweiten 2,9 mg; dann wire vor dem Versuch — 76,0 mg (76,8—0,8), 
und nach 24stiindiger Giarung — 73,6 mg (76,5—2,9); in diesem 
Falle gab sich der EiweiBzerfall ebenfalls zu erkennen, wenn auch 
in einer weniger prazisen Weise, als im Falle der EiweiBbestimmung 
durch essigsaures Blei. Die Ungleichheit der Bedingungen, unter 
welchen die Fallung von statten ging: in den Kontrollportionen war 
Zucker anwesend, in Versuchsportionen Alkohol, hat, wie Kontroll- 
versuche zeigten, keinen EinfluB auf das Resultat der Eiweibfallung. 

Sonach vollzog sich unter den Bedingungen meiner Versuche 
bei der Hefegiirung ein Eiwei®zerfall, und nicht nur eine Aus- 
scheidung von Stickstoff aus der Hefezelle, wie aus den Angaben 
Rubners hervorgeht. Letzterer stellte diesen ProzeB mit der 
Garung in Parallele und meinte, daB jede Girung einen Stickstoff- 
verlust zur Folge haben mu8. In Rubners Vergleichsversuchen 
wurde sogar beobachtet, da der Verlust an Stickstoff in Hefen 
bei der Garung héher ist, als der Verlust in Hefen, welche wihrend 
derselben Zeit ohne Zucker gelassen sind; dagegen erscheint die 
Anwesenheit von Zucker nach sémtlichen bisher bekannten An- 
gaben als Faktor, der den EiweiBzerfall hindert. Im niachsten 
Versuch vergleiche ich den EiweiSzerfall in Hefen, welche gegoren 
haben und eine gleiche Zeit ohne Toluol autolysiert worden waren. 

Versuch 4: 100g lebender Hefe der Fabrik Kalinkin wurden mit 


350 com Wasser vermischt und daraus Proben von je 20 com abgenommen. 
Die sauere Reaktion der Portionen wurde durch eine verdiinnte Lésung 
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von Atznatron beseitigt. Zu den Portionen 7—10 wurden je 6g Zucker 
hinzugefiigt. Der EiweiBstickstoff wurde im Niederschlage von essigsaurem 
Uran bestimmt. Es wurde Stickstoff in Milligramm erhalten: 


Kontrollportionen: 
221212212 too} 1904 me 
Wasserportionen ~ Zuckerportionen') 
eee waaat 25g ||| jag} 1240 
ah ing 


Es zerfiel Eiwei8 in Milligramm vom EiweiBstickstoff: 
In Wasser In Zucker 


Nach 10 Stunden .... . 7,6 mg 6,1 mg 
eee | ey Seta a tens 18,0 ,, 13,5 ,, 

Der Zerfall von Eiweif ist ganz deutlich zu beobachten; in 
Portionen ohne Zucker war der Zerfall etwas gréBer als in den- 
jenigen, wo in Gegenwart von Zucker eine Girung stattfand. Die 
Garung foérderte die Zerspaltung des EiweiBes nicht, erschien im 
Gegenteil als ein etwas hemmender Faktor; als nachstliegende 
Ursache, welche diese Hemmung hervorruft, ist die Alkoholan- 
reicherung waihrend des Girungsprozesses anzunehmen. 

Im nichsten Versuch wurde zur Fallung der Eiweifstoffe 
essigsaures Blei angewandt; auBerdem hat die Hefe infolge einer 
vorhergehenden Girung einen bedeutenden Teil des Kofermentes 
verloren, wodurch ihre Garkraft bedeutend abgeschwacht war. 

Versuch 5: 40g lebender Hefe wurden nach 3tagiger Garung von 
der Garfliissigkeit abfiltriert und darauf mit 100 ccm Wasser durchgeriihrt; 
daraus sind Proben zu je 20 com abgenommen worden. Die Fallung wurde 
durch essigsaures Blei erzeugt, darauf wurde das Filtrat mit Kupferhydroxyd 
bearbeitet. Die Gairung dauerte 31 Stunden bei 32°C; dank der Abschwa- 
chung der fermentativen Tatigkeit hat sich waihrend dieser Zeit nur 0,16 g 
Kohlenséure ausgeschieden, wihrend die Hefe im vorhergehenden Versuch 
binnen desselben Zeitraumes den ganzen Zucker (6 g) vergoren hat. Die 
Gesamtmenge von Stickstoff in der Portion war 62,8 mg. 

Kontrollportionen ...... 58,8 
Durch aeuienis Blei gefalit . sass salons 
Zu 20com 4g Zucker hinzu- 51,7) 

gefiigt, 31 Stdn. bei 32°C . 51,4/ 
20 oom Hefe ohne Zucker, 31 St. 49,4) 49,3 mg 
ee, ee ee ere 49,2f ’ 


1) Nach 10 Stunden waren 3,7 g Zucker vergoren und nach 13 Stunden 


51,5 mg 


FP Sw} 


— 6g. 
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In den Filtraten paralleler Portionen, welche vereinigt wurden, 
ist eine Cu(OH),Fallung erzeugt worden. 

Es erwies sich Stickstoff in mg: 

in Kontrollportionen 1-2 .... 1,6 
in Zuckerportionen 3—4 

Unbeachtet dessen, daB die Girung kaum zu bemerken war, 
fand in Gegenwart von Zucker eine Bildung von Verbindungen 
statt, welche keinen EiweiScharakter besitzen und nach Stutzer 
niedergeschlagen werden. Daraus folgt, daB eine Anreicherung 
solcher Verbindungen mit dem Giarungsprozesse nicht verbunden 
ist, daB dieselbe vielmehr auf Rechnung einer freien Verbindung 
von Zucker mit Produkten des Eiweifzerfalles zu setzen ist. Aus 
diesem Versuch kann man sich abermals tiberzeugen, da der Ei- 
weiBzerfall in Gegenwart von Zucker etwas niedriger ist, als in 
Wasserportionen. 

In vorhergehenden Versuchen vollzog sich die Girung ohne 
Antisepticum. Obzwar Mikroorganismen nicht entdeckt worden 
waren, bendtigte man dennoch einen direkten Beweis dafiir, daB 
der Zerfall von Eiwei8 in Hefen nicht durch die Arbeit von Bak- 
terien hervorgerufen wird, sondern durch die Tatigkeit der sich in 
Hefen befindenden Fermente. Ich habe zu Versuchsportionen 
Toluol hinzugefiigt, um dergleichen Einwendungen zu entgehen. 
AuBerdem gebrauchte ich im nachsten Versuch Hefe, welche ihre 
Garfahigkeit dank der Zerstérung des Koferments fast vollstandig 
verloren haben. 

Versuch 6: Ca. 100 g lebender Hefe wurden nach 3tagiger Gairung 
von der Garfliissigkeit abfiltriert, mit Wasser gewaschen und mit 200 ccm 
Wasser durchgeriihrt; daraus sind mit der Pipette Portionen von je 20 com 
abgenommen worden. Die Fallung wurde durch essigsaures Blei und darauf 


durch Kupferhydroxyd erzeugt. Zum Vergleich wurden Portionen mit 
und ohne Zucker, sowie mit und ohne Toluol angestellt. 


1. Kontrollportionen, je 20ccm mit 68,7 
2. essigsaurem Blei niedergeschl.. . 68,5 
Nach Verlauf von 40 Stunden, bei 40° C erwies sich EiweiBstickstoff 
in Milligramm: 


} 63,6 


Stickstoff- 
Zerfall in mg 
” com Hefe ; \ 57,9 10,7 


57,9 


3. 
4. 
5. (20cem Hefe mit Toluol 59,4 
6. 59,4 


\ 59,4 9,2 
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7. {20 com Hefe m. 4 g Zucker 61,7) 
8. 61,8) — ” 
9. {20 ccm Hefe m. 4 g Zucker 62,4 
10. Ct SU og ee. ss ans} ae 6,3 


Es wurde auch das Quantum der Kohlensaure bestimmt, 
welche sich wihrend 40 Stunden bei 40° C aus der Zuckerportion (1) 
und aus der Zucker-Toluolportion ausgeschieden hat; dazu wurde 
die Gewichtsmethode angewandt und erwies sich CO, 


Bee Bre whee ak 0,05 g 
MBS oe poagte tere ce 0,09 ,, 

Sonach fand der EiweiBzerfall in denjenigen Portionen statt, 
zu welchen Zucker hinzugefiigt worden war und zwar bei Aus- 
bleiben der Garung; Toluol hat dabei fast gar keine Wirkung aus- 
geiibt, was als einwandfreier Beweis dafiir gelten kann, daB der 
Zerfall des HefeeiweiBes unter den gegebenen Bedingungen nicht 
durch die Tatigkeit von Mikroorganismen erklirt werden kann. 

Unbeachtet des Ausbleibens der Garung fand in den Portionen 
von 7—10 eine Bildung stickstoffhaltiger Substanzen statt, welche 
nach Stutzer niedergeschlagen werden; so war das Quantum 
Stickstoff in Milligramm im Cu(OH),-Niederschlage, nach der 
Fallung mit essigsaurem Blei: 

in Kontrollportionen .......... 2,0 mg 
in den Zuckerportionen 7—8. ...... 6,2 5 
in den Zucker-Toluolportionen 9-10. . . 7,0 ,, 

Sonach darf die Bildung stickstoffhaltiger Substanzen, welche 
keinen EiweiBcharakter besitzen und nach St utzer niedergeschla- 
gen werden, nicht mit der Garung in Verbindung gebracht werden. 

Noch ein Versuch sollte aufkliren, ob die Garungsintensitat 
zu der Stufe des Eiweifzerfalles in Beziehung steht. Es wurde der 
Zerfall von EiweiB wihrend der Gairung bei verschiedenen Tem- 
peraturen untersucht. 

Versuch 7: 90 g lebender Hefe wurden mit 550 g Wasser durchgeriihrt ; 
mit der Pipette sind Portionen zu je 30 com abgenommen worden und 
zu jeder je 6 g Zucker hinzugefiigt. In einigen Portionen vollzog sich die 
Garung bei 32°C, in den anderen bei 16°C. Die ausgeschiedene Kohlen- 
siure wurde gravimetrisch bestimmt. Ich hatte die Absicht, den Eiwei8- 
zerfall zu beobachten, nachdem bei verschiedenen Temperaturen (32° C 
und 16°C) ein gleiches Quantum Zucker vergoren worden war. Es stellte 
sich heraus, daB 4g Zucker 

bei 32°C nach 12 Stunden 


abgebaut waren, ” 16° ”» » 40 ‘ 
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Sollte der EiweiBzerfall mit der Girungsintensitét zusammen- 
hangen, so miiBten die zahlenmaBigen Angaben des Eiweifzerfalles 
gleich sein, wenn sich gleiche Zuckermengen zersetzt haben, gleich- 
giltig, ob bei 32° oder bei 16° C; die Versuchsresultate fiihrten 
jedoch zu negativen Resultaten. Die Fallung der Portionen wurde 
mit Cu(OH), ausgefiihrt, mit essigsaurem Blei und mit einer 
5proz. Lésung von Quecksilberchlorid. Der Stickstoff der be- 
treffenden Niederschlige ist mit Cu, Pb und HgCl, bezeichnet 
und in mg ausgedriickt. 

Kontrollportionen 12 Stdn. bei 32°C 40 Stdn. bei 16°C 


79,0 77,5 78,2 
at 78,8 i 77,6 x ri 78,3 


_ 74,2 78,8 
80,9 74,2 79,0 
te a 76,7 sep 73,3 pi 74,6 

In den mit Cu(OH), gefallten Portionen schien gar kein Ei- 
weiBzerfall stattzufinden, wahrend sich bei der Fallung mit Pb 
und HgCl, in mg erwiesen hat: 

12 Stdn. bei 32°C 40 Stdn. bei 16°C 
6,7 2,0 
3,4 2,1 

Sonach zeigte sich, daB obzwar ein gleiches Quantum Zucker 
(4 g) vergoren worden war, der Eiweifzerfall in verschiedenen 
Portionen ganz verschieden stark war. Er ist nach 12 Stunden bei 
32° hoher als nach 40 Stunden bei 16° C; geht scheinbar unabhiangig 
von der Girung vor sich und wird vom GirungsprozeB nicht ver- 
hindert. 

Sonach findet sowohl der Zerfall des HefeeiweifBes, 
als auch die Anreicherung von stickstoffhaltigen Pro- 
dukten, die nach Stutzer niedergeschlagen werden, un- 
abhangig von der Garung statt. 

Substanzen, welche durch Kupferhydroxyd niedergeschlagen 
werden, stellen Verbindungen von Zucker mit den Produkten des 
EiweiBzerfalles vor; zu ihrer Bildung hat die Anwesenheit von 
Hefen nur als Quelle stickstoffhaltiger Produkte Bedeutung, welche 
zur Synthese mit Zucker notwendig sind. Diese Substanzen ge- 
héren zum Typus der Verbindungen, welche von Maillard als 
Huminprodukte bezeichnet wurden; diese Bezeichnung soll eine 
ganze Gruppe von Substanzen vereinigen, welche miteinander in 


} 80,9 


74,2 | 73,9 
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genetischem Zusammenhange stehen; diejenigen Produkte der 
Synthese von Zucker mit Aminosiuren, welche von Maillard 
beschrieben sind, stellen das endgiiltige Stadium der Verwandlung 
dieser Produkte dar, doch entstehen im Verlaufe ihrer Bildung 
Zwischenverbindungen, in denen die NH,-Gruppe der Aminosaure 
schon gebunden ist, wahrend sich die schwarze, geleeartige, 
schlecht in Wasser lésliche Masse, noch nicht gebildet hat. Solche 
Zwischenstadien werden auch oft durch gegenseitige Wirkung von 
schwacher Glykoselésungen einerseits und von Aminoséuren oder 
Ammoniumsalzen andererseits erhalten; die Anwesenheit von 
Hefen schafft nur die giinstigste Bedingung fiir eine solche Bin- 
dung. Hier will ich noch Versuche tiber die Einwirkung von ziem- 
lich schwachen Lésungen stickstoffhaltiger Verbindungen mit der 
Glykose anfiihren; diese Reaktion nimmt eine langere Zeit in 
Anspruch; ich habe die Absicht zu zeigen, daB diese Synthesen 
auch in den Versuchsbedingungen friiherer Verfasser verlaufen 


konnten. 

Versuch 8: Zu je 100 ccm 20- und 30 proz. Glykoselésungen wurde 
eine Lésung von schwefelsaurem Ammonium mit 257,83 mg Ammonium- 
stickstoff hinzugefiigt. Nach erfolgter Sterilisation wurden Kontrollpor- 
tionen I und II sofort mit Kupferhydroxyd gefallt, Portionen III und IV 
nach 30 tagigem Aufenthalt im Thermostat bei 30° C und Portionen V und VI 
nach 100 Tagen. Im Resultat wurden folgende Mengen Stickstoff im 
Cu(OH),-Niederschlage in Milligramm erhalten: 

20 proz. Glykose 30proz. Glykose 


(oe | oe Spuren Spuren 
HE und IV... 9,6 15,1 
2 Os ae 15,5 21,5 


Wiahrend der Zeit der gegenseitigen Einwirkung der 20- und 
30 proz. Glykoselésung und des schwefelsauren Ammoniums haben 
sich schon merkbare Quanten stickstoffhaltiger Verbindungen ge- 
bildet, die nach St utzer niedergeschlagen werden. Diese Erschei- 
nung kann einer Absorption von Ammonium durch Kupferhy- 
droxyd nicht zugeschrieben werden, weil die Waschung der Nieder- 
schlige mit destilliertem Wasser bis zum Verschwinden der Am- 
moniakreaktion mit Nesslerscher Reagenz fortgefiihrt wurde. 
Die freie Verbindung von Ammoniak mit Zucker bei Thermostat- 
Temperatur erklirt vollstandig die Resultate der Arbeiten von 
Duclaux und Pringsheim, welche eine groBe Bindung von 
Ammoniakstickstoff in einer Umgebung erhielten, in der Hefe sich 
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entwickelt und gegoren hat. Pringsheim rechnete diese Bindung 
von Ammoniak zu dessen Verbrauch durch Hefe hinzu, obzwar 
das in Hefen angereicherte Quantum von Stickstoff einige Mal 
niedriger war, als das Quantum des ,,verbrauchten“ Stickstoffs. 
Von diesem Standpunkte aus erscheint der Hinweis Prings - 
heims verstandlich, daB sich der ,,Verbrauch‘.’ von Ammoniak 
mit der Erhéhung der NH,-Ionen Konzentration erhéht, daB 
jedoch dieser Verbrauch der Anreicherung von Stickstoff in Hefen 
nicht proportional ist, und da tiberhaupt kein Zusammenhang 
besteht zwischen dem ,,Verbrauch‘‘ von Ammoniak und der 
Giarung wihrend des Wachstums der Hefe. Die Erhéhung der 
Konzentration sowohl der Glykose, als auch der NH,-Ionen be- 
schleunigt den ProzeB der Bildung stickstoffhaltiger Huminver- 
bindungen. Sonach mu8 man im Falle einer gleichzeitigen An- 
wesenheit von Glykose und Ammoniak oder Aminosiauren im Auge 
behalten, daB die Verminderung dieser beiden in Lésung befind- 
lichen Komponenten nicht immer dadurch erklart werden kann, 
daB sie von den Hefen verbraucht worden sind; eine freie Verbin- 
dung dieser Substanzen miteinander ist ja besonders bei lang- 
dauernder Einwirkung méglich. Fiir solche Synthesen sind jene 
hohe Konzentrationen der Glykose nicht nétig, von denen Mail- 


lard spricht, die Reaktion verliuft auch bei einer Konzentration 
unter 10%. 

Der nachste Versuch zeigt, daB bei der Erhitzung von Am- 
moniumsalz mit Glykose in alkalischer Lésung eine Bindung von 
Ammoniakstickstoff und die Bildung huminéser Substanzen statt- 
findet. 


Versuch 9: Zur Destillation mit Alkali wurde 5 ccm einer 15 proz. 
(NH,),SO,-Lésung genommen, welche mit 50 com Wasser verdiinnt waren; 
eine Portion (I) wurde mit NaOH ohne Hinzufiigung von Zucker destilliert, 
zu einer anderen (II) wurde vor der Destillation 7,5 g Glykose hinzugefiigt ; 
im Destillat wurde Ammoniakstickstoff in Milligramm erhalten: 


In Gegenwart von Glykose lieBen sich 7,6 mg (156,0—148,4) nicht 
abdestillieren; die Glykoseportion wurde wihrend der Destillation stark 
braun; als sie nach Abkiihlung durch Schwefelsiure neutralisiert wurde, 
fiel ein schwarzer Niederschlag einer huminésen Substanz aus; dieser 
Niederschlag wurde sorgfiltig mit Wasser gewaschen, darauf getrocknet 
und nach Kjeldahl verbrannt; er enthielt: 

2,2 mg Stickstoff. 
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Das Quantum Stickstoff im schwarzen huminésen unléslichen 
Riickstande erwies sich kleiner, als das Quantum des nicht ab- 
destillierten Ammoniaks; daraus folgt, daB sich bei Beginn der 
Bindung von Ammoniak mit der Glykose lésliche Verbindungen 
bilden, die erste spiter in den Niederschlag iibergehen’). 

Ich habe 6fters Fille der Bindung von Aminosiiuren mit 
Glykose ohne jeglichen Einflu8 von Hefen beobachten kénnen, 
wobei diese Synthesen in verhiltnismaBig schwachen Konzentra- 
tionen der Glykose stattfanden. Sonach ist die Bildung humindéser 
Substanzen wahrend der Hefegiirung bei Anwesenheit von Zucker 
und Aminosiauren stets méglich. 

Jetzt miissen wir uns der Frage zuwenden, welche physiologische 
Rolle die stickstoffhaltigen Verbindungen spielen, die sich wihrend 
der Garung, und doch vollstiindig unabhangig von ihr, bilden. 
Ist ihre Entstehung nicht mit denjenigen, sogenannten stickstoff- 
haltigen Exkrementen, zu verkniipfen, von denen Ad. Mayer 
spricht? Der genannte Verfasser hatte gezeigt, daB sich wihrend 
der Girung stickstoffhaltige Substanzen bilden, welche nicht als 
Stickstoffquelle zur Entwicklung der Hefe dienen kénnen. Nach 
der Gesamtmenge des in denselben enthaltenen Stickstoffes (5,7°%), 
und nach der Beschreibung ihrer anderen Eigenschaften ahneln 
diese Substanzen den nach Maillards Verfahren erhiltlichen 
huminésen Verbindungen. Ich habe nach Maillard huminése 
Substanzen bereitet und untersuchte in denselben das in ihnen 
enthaltene Quantum freier NH,-Gruppen, die Verdaulichkeit dieser 
Verbindungen durch Hefefermente und durch Taka-Diastase, und 
ihre Fahigkeit als Stickstoffquelle bei der Entwicklung der Hefe 
zu dienen. 

Versuch 10: 1,5 g Glykokoll wurden mit 6g Glykose und 6 ccm 
Wasser im Kolben auf dem Wasserbade wihrend 30 Stunden erhitzt. Der 
nach dem Abkiihlen gebildete geringe schwarze Niederschlag wurde ab- 
filtriert, das Filtrat verdampft, bis zum bestindigen Gewicht bei 110° C 
getrocknet und pulverisiert. Dieses in Wasser lésliche schwarze Pulver 
gab bei der Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl 5,46% Stickstoff, 

I. 0,3929 g Substanz gaben 21,45 mg N, 
II. 0,5487 g Substanz wurden auf den Inhalt freier NH,-Gruppen 


nach van Slyke untersucht; es wurde 2,17 mg erhalten, d.h. da8 nur 
0,4% NH,-Stickstoff auf das Trockengewicht berechnet vorhanden war; 


1) Méglich ist, daB ein Teil des Stickstoffs mit dem Waschwasser 
fortgespiilt worden ist. 
4* 
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III. 0,4494 g des schwarzen Pulvers wurden in 10 com Wasser gelost, 
dazu 0,1 g Taka-Diastase hinzugefiigt und 20 Stunden bei 40° C aufbewahrt. 

Ich hatte die Absicht zu versuchen, die Bindung der NH,-Gruppen 
vermittelst des proteolytischen Fermentes der Taka-Diastase zu zersetzen. 
Bei der Stickstoffbestimmung nach van Slyke wurde 2,0 mg Stickstoff 
d. h. 0,44% dem Gewichte nach, erhalten. Also hat sich das Quantum 
der NH,-Gruppen mit der II. Kontrollportion verglichen, trotz der Ver- 
dauung nicht vergréBert; sonach sind Verbindungen des Stickstoffs in 
huminésen Substanzen durch Einwirkung des proteolytischen Fermentes 
der Taka-Diastase nicht angegriffen worden. 


Um mich zu iiberzeugen, daB Hefefermente auch nicht fahig 
sind, huminése Substanzen zu zersetzen und die in ihnen enthal- 
tenen freien Aminogruppen zu befreien, habe ich einen Versuch 
gemacht, in dem die nach Maillard bereitete huminése Substanz 
zu Hefeportionen hinzugefiigt wurde, welche der Autolyse unter- 
worfen waren, in denen also, wie aus dem Versuch ersichtlich, 
Peptase anwesend war. 


Versuch 1]: 4 Portionen Zymin, zu je ca. 0,5 g, wurden mit 10 ccm 
Wasser autolysiert. 

Nach 3tagigem Aufenthalt im Thermostat bei 32° C mit Toluol wurde 
in der ersten Portion Stickstoff nach van Slyke bestimmt, wahrend die 
2. bis 4. Portion noch auf 24 Stunden bei 32°C gelassen worden sind, 
wobei zu der 4. Portion 0,1 g verkiuflichen Peptons hinzugefiigt wurde und 
zu der 3. 0,2 g einer huminésen Substanz'), 

Das Quantum von EiweiBstickstoff in den 4 Portionen wechselte von 
36,6 mg bis 44,9 mg; alle Berechnungen sind aif eine Portion von 50 mg 
Stickstoff gemacht worden. 

N nach N-Erhéhung nach 
vanSlyke inmg van Slyke in mg 
. Autolyse 72 Stdn. bei 32°C... 24,6 0 
2. desgl., jedoch weitere 24 Stdn. bei 
32°C 3,2 
. Autolyse 72 Stdn. bei 32° C, darauf 
0,2 g humin. Substanz hinzugefiigt 
und weitere 24 Stdn. bei 32°C . 28,6 4,0 
. desgl., jedoch anstatt humindser 
Substanz 0,1 g Pepton hinzugefiigt 33,2 8,6 


Nach 72stiindiger Autolyse dauerte die Arbeit der Peptase 
fort, was aus der zweiten Portion ersichtlich ist, welche weitere 


1) Die huminése Substanz wurde durch Erwirmung auf dem Wasser- 
bade von 1g Glykokoll mit 4g Glykose und 10ccm Wasser erhalten. 
Nach der Fallung mit Cu(OH), wurde aus dem Niederschlage eine schwarz 
gefirbte Substanz ausgeschieden, die sich schon schwerer in Wasser léste 
als vorher. 
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24 Stunden bei 32° C gelassen wurde, und aus der vierten, wo 
Pepton hinzugefiigt wurde; dagegen erhéhte die dritte Portion, in 
welche die huminése Substanz eingefiihrt worden war; ihren Stick- 
stoff nach van Slyke nicht. Sonach vermag das proteolytische 
Hefeferment NH,-Gruppen in der huminésen Substanz nicht frei 
zu machen. 

Versuch 12: 4 Portionen trockener Hefe, zu je ca. 0,6 g, wurden mit 
10 ccm Wasser und Toluol auf Autolyse gestellt. Das Quantum von Eiwei8- 
stickstoff wurde zu 100 mg angenommen. Nach 3 Tagen bei 32° C wurde 
Stickstoff in Milligramm nach van Slyke bestimmt: 


. Kontrollportion { 
. 3 Tage bei 32° C, darauf weitere 20 Stdn. bei 32° und vor ie 
Bestimmung 0,25 g huminéser Substanz hinzugefiigt . . . . 62,2 ,, 
. 3 Tage bei 32°C, darauf 0,25 g huminéser Substanz, 13,2 mg 
Stickstoff enthaltend, hinzugefiigt und weitere 20 Stdn. bei 
32°C . 620 ,, 
. desgl., doch vor der 20stiindigen Autolyse 0, 1 g Pete Shin 


oD x0 


Die Resultate dieses Versuches zeigen ganz eindeutig, daB 
Hefepeptase nicht faihig ist Stickstoffbindungen huminéser Sub- 
stanzen aufzulésen. Sonach miissen wir erwarten, da humindése 
Substanzen nicht als Stickstoffquelle fiir Hefe dienen kénnen, ein 
neuer Beweis fiir die Identitat der huminésen Substanzen mit den 
stickstoffhaltigen Hefeexkrementen, welche nach Ad. Mayers 
Angaben ebenfalls nicht zur Entwicklung der Hefe dienen kénnen, 
unbeachtet der groBen Menge des darin enthaltenen Stickstoffs. 

In den zwei nachsten Versuchen habe ich die Entwicklung 
der Reinkultur lebenden Hefe (Saccharomyces cerevisiae) in einer 
Nahrsalzlésung verglichen, zu der als Stickstoffquelle entweder 
Glykokoll oder dasjenige Quantum huminéser Substanz hinzu- 
gefiigt worden war, welches aus dem gegebenen Quantum Glykokoll 
erhalten wurde; unbeachtet der gleichen Mengen Stickstoffs in 
diesen beiden Verbindungen, erwiesen sich die Resultate scharf 
verschieden. Den Grad der Hefeentwicklung habe ich nach der 
Menge der ausgeschiedenen Kohlensiiure beurteilt. Die Kolben 
waren mit Korkstépseln verschlossen, welche vor dem SchlieBen 
der Kolben mit sterilisierter Lésung durch die Flamme gefihrt 
wurden; die Stépsel sind mit Meissl-Ventile mit Bunsen-Ver- 
schliissen versehen worden. Die Kohlensiure wurde nach der 
Gewichtsmethode bestimmt. 
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Versuch 13: Es wurde eine Nahrlésung folgender Zusammensetzung 
bereitet: 
25g Saccharose 
0,25 g KH,PO, 
0,1 ,, MgSO, 
Spuren FeSO, 
in 250 com Wasser. 


Aus der Lésung wurden Portionen zu je 40 com abgenommen. 
1. Ohne Hinzufiigung stickstoffhaltiger Substanzen; 
2. 0,03 g huminéser Substanz hinzugefiigt ; 
3. 0,01 g Glykokoll hinzugefiigt. 

In der 2. und 3. Portion waren die Quantitaéten Stickstoffs gleich, 
1,8 mg. 

Alle Portionen wurden nach 3 maliger Sterilisation im Kochschen 
Dampftopf mit minimalen Quanten Hefe besit und, nachdem Wattestépsel 
durch Korkstépsel mit Meissls Ventilen und Bunsens Verschliissen er- 
setzt waren, in den Thermostaten bei 30°C gestellt. 


Ausgeschiedene Kohlensiure in Milligramm: 
Tage 1. ohne N- 2. N-humin. Subst. 3. N-Glykokoll 
3 47 47 70 
6 96 109 405 
9 147 160 775 
12 203 214 1000 
14 231 240 1093 





Die Kohlensiureentwicklung in der ersten, stickstoffreien 
Portion und in der zweiten, welche Stickstoff in Form huminéser 
Substanzen enthielt, ist praktisch gleich; der Stickstoff huminéser 
Substanzen ist von den Hefen nicht aufgenommen worden, was 
auch nach den Resultaten vorhergehender Versuche zu erwarten 
war, denn diese zeigten, daB das proteolytische Hefeferment nicht 
imstande ist, diese Verbindungen zu spalten. Wegen der Wichtig- 
keit dieses Versuches fiir meine SchluBfolgerungen wurde er 
wiederholt. 

Versuch 14: Nahrlésung und Bedingungen wie im vorhergehenden 
Versuch, 

Tage 1. ohne N 2. N-humin. Subst. 3. N-Glykokoll 


3 
5 
7 
9 
12 
15 
18 


59 
105 
139 
169 
211 
251 
281 


60 
115 
145 
175 
220 
260 
290 


40 
164 
457 
695 
980 

1205 
1350 
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Hier ist eine vollstandige Bestitigung des vorhergehenden 
Versuches vorhanden ; huminése Substanzen erwiesen sich unfihig, 
ihren Stickstoff den wachsenden Hefen zu iibergeben. 

Man erinnere sich der Versuche Ad. Mayers, der die Beob- 
achtung machte, da8 die stickstoffhaltige Substanz aus dem Ex- 
trakt gegorener Hefe eine viel schlechtere Stickstoffquelle vorstellt, 
als der Auszug aus frischen Hefen, wenn auch die Gesamtmenge 
Stickstoff im letzten Fall viel kleiner war; sonach enthalt der 
Extrakt gegorener Hefe irgendwelche besondere, unbekannte stick- 
stoffhaltige Substanzen, welche von der Hefe nicht assimiliert 
werden kénnen. Die Beschreibung dieser Substanzen von Ad. 
Mayer — braune Farbe, Karamellgeruch, 5,7% Stickstoff — 
stimmt mit den Kennzeichen huminéser Substanzen iiberein. 
Meine Versuche iiber die Unverdaulichkeit dieser Substanzen fiir 
Hefen waihrend ihrer Entwicklung stimmen damit tiberein, was 
Ad. Mayer bei Substanzen beobachtete, welche nach der Hefe- 
giirung erhalten werden. Da wir, nach Maillard, als huminése 
Substanzen eine ganze Gruppe von Verbindungeu bezeichnen, 
welche sich auf dem Wege freier Synthese von Aminosauren mit 
Glykose bilden, so erscheint es nicht méglich, stickstoffhaltige 
,,Garungsexkremente mit den huminésen Substanzen zu iden- 
tifizieren, doch stimmen ihre simtlichen bekannten Kennzeichen 
iiberein; auBer den von mir angedeuteten muB man die Fallbarkeit 
sowohl der einen, als auch der anderen durch Kupferhydroxyd 
beachten. Es ist mir einige Male gelungen, aus dem Extrakt ge- 
gorener Hefe eine stickstoffhaltige Verbindung von dunkler Farbe 
zu erhalten, welche allen Kennzeichen nach mit der Beschreibung 
huminéser Substanzen iibereinstimmt; die Substanz wurde durch 
Cu(OH), niedergeschlagen, doch enthielt sie eine Beimengung von 
Salzen, weswegen das Stickstoffquantum etwas zu niedrig ausfiel 
(bis 5%). Ist es auch schwer, auf Grund bestimmter chemischer 
Kennzeichen huminése Substanzen mit den sich wihrend der 
Garung bildenden stickstoffhaltigen ,,Exkrementen“ zu identifi- 
zieren, so haben wir doch sichtbare Beweise, welche auf ihre ge- 
meinschaftliche Eigenschaft, von Hefen wihrend der Entwick- 
lung nicht assimiliert zu werden, hinweisen. Dieses physiologi- 
sche Kennzeichen besitzt eine nicht mindere Beweisfahigkeit fiir 
ihre Identifizierung als die oben beschriebenen allgemeinen 


Eigenschaften. 
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Ich habe die Nahrkraft der huminésen Substanzen untersucht, 
indem ich mich des Pilzes Aspergillus niger bediente. 
Versuch 15: 300 com Niahrlésung enthielten: 
0,3 g KH,PO, 
0,3 g MgSO, 
l5g Saccharose 
Spuren FeSO, 
Spuren ZnSO,. 
Es wurden 3 Portionen Lésung zu je 100 ccm abgenommen: 
1, Ohne Zusatz stickstoffhaltiger Nahrung; 
2. 0,3 g Glykokoll hinzugesetzt; 
3. 1 g humindéser Substanz, wie oben beschrieben erhalten, hinzugesetzt. 
Nach der Sterilisation wurden die Kolben mit Sporen von Aspergillus 
niger besit. Nachdem 4 Tage bei 30° kultiviert war, hat sich in den Kolben 
ein scharfer Unterschied bemerkbar gemacht; der Versuch wurde unter- 
brochen, das Mycel abfiltriert, bis zum konstanten Gewicht bei 105° C 
getrocknet und darin das Quantum des angereicherten Stickstoffs be- 
stimmt. Das Quantum des hinzugesetzten Stickstoffs war in der 2. und der 
3. Portion gleich. 


Die Ergebnisse waren folgende: 
1. Die Portion enthielt nur unbedeutende Mengen von Pilz- 
flocken; sowohl das Trockengewicht, als auch das Stickstoffquan- 


tum wurden nicht bestimmt. 

2. Die Portion enthielt eine dicke Haut, welche nach Aus- 
waschen mit Wasser bis zum konstanten Gewicht getrocknet 
wurde; das Gewicht des Mycels 1,9052 g. Das Mycel enthielt 
35,2 mg Stickstoff. 

3. Die Portion hatte ein diinnes Hiutchen von Mycel, welche 
0,3164 g Trockengewicht gab und 3,8 mg Stickstoff enthielt. 

Die letzte Portion enthielt vor dem Versuch 54,6 mg humi- 
nésen Stickstoffs; von diesem Quantum reagierten nach van 
Slyke nur 3,93 mg. Im Mycel hat sich 3,8 mg vorgefunden. 
Daraus ist zu ersehen, daB die huminése Substanz gar nicht als 
Stickstoffquelle fiir den Aspergillus dienen kann; eine einzige 
Stickstoffanreicherung — 3,8 mg im Mycel kann durch die un- 
volistiindige Bindung der NH,-Gruppen in der huminésen Sub- 
stanz erklirt werden; denn ein Kontrollversuch hat gezeigt, daB 
in 1 g huminéser Substanz 3,93 mg Stickstoff enthalten ist, der 
nach van Slyke reagiert. 

Im allgemeinen ist es bekannt, daB Aspergillus nur mit groBer 
Miihe den Stickstoff solcher cyclischer Verbindungen, wie Pyridin 
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u. a. verwertet, in diesem Sinne liegen sichere Angaben von 
Czapek!) vor. Nach Maillard stellen huminése Substanzen 
komplizierte Verbindungen cyclischen Typus vor. Es ist daher 
verstandlich, daB sie auch von Schimmelpilzen kaum assimiliert 
werden. 

Als ich an Hand literarischer Quellen verfolgte, ob man nicht in Hefen 
Substanzen vorgefunden hat, welche jetzt, nach Maillard, als huminése 
bezeichnet werden, so bin ich auf eine Arbeit Sal kowskis?*) iiber das Hefe- 
invertin gestoBen. Der Verfasser erhielt Invertinpriparate im Gemisch 
mit Gummi, da sich deren Zusammensetzung stark voneinander unter- 
schied. Manchmal wurden Priparate erhalten, welche sich auch in kochen- 
dem Wasser schlecht listen, doch vollzog sich die Lésung leicht in einer 
schwachen Lésung von Atznatron; in diesem Falle hat ein Zusatz von 
Essigséure einen Niederschlag hervorgerufen. Praparate dieser Art ent- 
hielten eine Beimischung von Gummi und EiweiB. Ihr Stickstoffgehalt 
schwankte naimlich von 5,95—8,4%. Der Gehalt an Stickstoff in einem 
unbestimmten Verhaltnis, die Léslichkeit im schwachen Alkali und das 
Ausfallen aus dieser Lésung nach Zusatz von Saéure weisen daraufhin, 
-daB es der Verfasser offenbar auch mit huminésen Substanzen zu tun hatte, 
welche vielleicht nur durch Zusitze verunreinigt waren. 

Heutzutage miissen wir anerkennen, da8 wihrend der Gairung 
in Hefen ein Zerfall des EiweiBes stattfindet. Die Angaben von 
Thénard, Pasteur, Liebig u. a. haben sich als vollstandig 
richtig erwiesen; die von L. Iwanoff auf Grund der Stutzer- 
Methode gezogenen SchluBfolgerungen iiber die giinzliche Unzer- 
setzlichkeit der EiweiBstoffe wihrend der Girung miissen durch 
die Ungenauigkeiten der Methode erklart werden, da sich heraus- 
gestellt hat, daB das Kupferhydroxyd nicht nur Eiweibstoffe, 
sondern auch die waihrend der Girung gebildeten huminésen Sub- 
stanzen niederschligt. 

Erkennen wir den Zerfall des EiweiBes wihrend der Garung 
an, 80 miissen wir zugeben, daB wir die gegenseitigen Beziehungen 
dieser beiden Prozesse noch nicht verstehen. Die Pfliiger-Dett- 
mersche Theorie, daB EiweiBstoffe beim Zerfall Material zur 
Atmung und Girung liefern, wird jetzt véllig verstoBen, weil die- 
selbe gar keine experimentelle Basis besitzt. Doch sind in der 
Literatur Andeutungen darauf vorhanden, daB die Ausscheidung 
stickstoffhaltiger Substanzen aus Hefen mit dem Austritt der sich 
auBerhalb der Zellen befindenden Enzyme verkniipft sein kénnte. 


1) F. Czapek, Ber. d. Dtsch. Botan. Ges. 19, 130. 1901. 
*) E. Salkowski, Zeitschr. f. phys. Chem. 31, 305. 1900—1901. 
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Liebig vermutete, daB die stickstoffhaltigen Teile der Zelle, welche 
molekulare Bewegungen ausfiihren, in die giirende Fliissigkeit iiber- 
gehen und die fermentativen Prozesse der Inversion und Zucker- 
vergirung hervorrufen. Nigeli') meinte, daB Hefe waihrend der 
energischen Garung eine fibrinartige Masse von Pepton und Albu- 
mosen in die Fliissigkeit ausscheidet. Bei normalem Zustande der 
Hefezelle diffundiert aus ihr kein Eiwei8 durch die Membran, 
weil die EiweiBmicellen mit einander verbunden sind; nach 
Nageli findet im Girungsprozesse eine Isolierung der Micellen 
voneinander statt, welche ihren Austritt aus der Zelle zur Folge 
hat. Plasmapartikelchen der Hefezellen, die molekulare Bewe- 
gungen ausfiihren, rufen die Girung des Zuckers hervor. 

Im Falle von Nahrungsmangel gab Rubner auch die Még- 
lichkeit zu, daB sich auBere und innere Fermente auf Kosten 
derjenigen Verbindungen bilden, welche fiir das Leben notwendig 
sind; dies ist nach Rubner ein Fall der ,,inneren“ Ausnutzung 
der lebenden Substanz durch Hefe. Im allgemeinen wird jedoch 
der EiweiBzerfall in Hefen unzertrennlich mit dem Leben ver- 
kniipft und in Analogie mit den Abniitzungsvorgingen der tieri- 
schen Zelle zu stellen sein. Rubner meinte, daB der Stickstoff- 
verlust gesetzmaiBig von Tag zu Tag stattfindet und sich bei 
wiederholtem Zusatz von Zucker in demselben MaBe vermindert, 
als sich die Garungsfaihigkeit abschwacht. Doch griff er in seinen 
parallelen Bestimmungen des EiweiBzerfalles und der Garungs- 
energie zu einem so unvollkommenen Verfahren, daB man seine 
SchluBfolgerungen nicht anerkennen kann. Nach 24stiindiger 
Garung von 5 g Hefe in 10 proz. Saccharose zentrifugierte der Ver- 
fasser die Hefe ; goB die Fliissigkeit ab, setzte nochmals eine Zucker- 
lésung hinzu, lieB giren, zentrifugierte wieder usw. bis 6 mal. 

Unter diesen Verhialtnissen beobachtete Rubner die Stick- 
stoffverarmung der Hefe und die Abschwachung des Garungspro- 
zesses ; dabei schwiachte sich die Garungskraft viel rascher ab, als 
der Stickstoff abnahm. Rubners Zusammenhang zwischen 
Garung und Eiweibzerfall ist deshalb nicht tiberzeugend, weil er 
nicht in Betracht gezogen hat, da8 jedes Zentrifugieren und Ab- 
gieBen der Giarungsfliissigkeit einen Teil des Koenzym mitge- 
nommen hat; die Abschwichung der Garungsenergie kann durch 
diese MaBnahme und nicht durch die Stickstoffabnahme bewirkt 

1) ©. Nageli, Theorie der Garung, 1879. 
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werden. Rubner hat iiberhaupt in seinen SchluBfolgerungen 
das Koferment der Girung nicht in Rechnung gesetzt, worauf 
Buchner richtig hingewiesen hat. Vielleicht existieren auch Be- 
ziehungen zwischen der Garung und dem Eiweifzerfall, doch sind 
dieselben nicht als bewiesen zu betrachten, umsomehr als Rubners 
SchluBfolgerungen auf der Stickstoffabnahme in Hefen, nicht 
aber auf dem EjiweiBzerfall in den Hefezellen basieren; dies darf 
nicht verwechselt werden. Denn es ist denkbar, daB sich auch 
unverindertes EiweiB aus der Hefe ohne jegliche Spaltung der- 
selben ausscheiden kann. Rubner hatte beide Prozesse nur 
in dem Falle identifizieren diirfen, wenn er das ginzliche Fehlen 
von Eiweifstoffen in der abzentrifugierten Fliissigkeit nach- 
gewiesen hatte. 

Sonach kann man heutzutage nicht daran zweifeln, daB die 
Hefe wihrend der Girung ihren Stickstoff verliert und in ihr ein 
Eiweibzerfall stattfindet; wenn uns der Zusammenhang dieses 
Prozesses mit der Girung auch noch nicht klar ist, so ist jedenfalls 
offenbar, daB die Garung ihn nicht zu verhindern vermag. 

Was nun die stickstoffhaltigen Verbindungen anbelangt, 
welche sich bei der Garung aus dem zerfallenden EiweiB bilden, 
so existieren iiber ihre Natur, wie ich schon oben erwihnt habe, 
sehr ungewisse Angaben: Rubner unterscheidet sie scharf von 
denjenigen Produkten des Eiwei®zerfalles, welche bei der Hefe- 
autolyse erhaltn werden, doch bleibt fiir ihn die chemische Natur 
dieser Verbindungen unbestimmt; nur ist er geneigt, diesen Sub- 
stanzen die Rolle der stickstoffhaltigen Exkremente zuzuerkennen, 
d. h. die Rolle solcher Verbindungen, welche nach Mayer nicht 
mehr als Stickstoffquelle fiir Hefe dienen kénnen. Bedeutend 
friiher als Rubner beobachtete Nageli die Erscheinung in der 
Garflissigkeit wihrend der Garung einer fibrinahnlichen Masse, 
welche er fiir Pepton und Albumosen hielt; diese Substanzen fielen 
nach Nageli und Hayduck durch Phosphorwolframsiure, doch 
darf man sie nicht als Peptone ansprechen, weil viele stickstoff- 
haltige Verbindungen, darunter auch huminése Substanzen, durch 
dieses Reagens niedergeschlagen werden; auBerdem bleibt in der 
Garfliissigkeit meist die Biuretreaktion aus; was auch auf die Un- 
moglichkeit hinweist, den Grundsatz Nagelis tiber die Ausschei- 
dung von Peptonen aus der Hefezelle wihrend der Garung an- 
zuerkennen. 
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Meine Versuche fiihren mich zu der Uberzeugung, da8 die- 
jenigen stickstoffhaltigen Substanzen, welche waihrend der Garung 


auftreten, nicht an die Garung gebunden sind, sondern als Resultat 
der freien Synthese von Glykose einerseits und von Ammoniak, 
Aminosiuren oder Peptonen andererseits entstehen. Simtliche 
Beobachtungen friiherer Verfasser stimmen vollstandig darin tiber- 
ein, daf die Erscheinung in der giirenden Fliissigkeit derjenigen 
stickstoffhaltigen Verbindungen, welche mit dem Girungsproze} 
verbunden sind, nur dann in bedeutenden Mengen Platz greift, 
wenn eine hohe Konzentration von Glykose und Aminosiuren oder 
Ammoniak vorhanden ist. Lintner!) bemerkte, daB bei der Ent- 
wicklung und Garung der Hefe auf Asparagin stickstoffhaltige Sub- 
stanzen, die er als Hefeexkremente betrachtete, nur in dem Falle 
erhalten werden, wenn die Zuckerkonzentration bis zu 20° herauf- 
geht und die Menge der gesihten Hefe sehr bedeutend ist. 


Pringsheim beobachtete in der obenerwahnten Arbeit, daB das 
Quantum des von Hefen ,,verbrauchten‘‘ Stickstoffs, d. h. eines solchen, 
der sich am Ende des Versuchs nicht mehr charakterisieren l4Bt, nicht von 
dem wirklich in Hefen vorgefundenen Stickstoff abhangig ist, sondern 
von der Konzentration des zur Kultur zugesetzten schwefelsauren Ammo- 
niums. Von meinem Standpunkte aus finden diese Tatsachen eine einfache 
Erklarung, denn je konzentrierter die Lésung der Glykose und stickstoff- 
haltiger Substanzen in der Kultur ist, desto mehr huminéser Verbindungen 
werden sich dort anreichern; diese huminésen Substanzen wurden eben 
von den Verfassern entweder fiir den von Hefen ,,verbrauchten“ Stickstoff 
(Pringsheim) oder fiir Pepton (Nageli) oder fiir stickstoffhaltige Garungs- 
exkremente (Ad. Mayer) gehalten. Die stickstoffhaltigen Substanzen, 
welche in der girenden Lésung erhalten werden, tragen simtliche Kenn- 
zeichen huminéser Substanzen, so z. B. die braune Farbe, den Geruch 
gebrannten Zuckers, den Stickstoffgehalt von 5—6%, die Fallbarkeit 
durch Kupferhydroxyd und durch Phosphorwolframsiure; ferner sollte 
man auf die vollstindige Unfahigkeit beiderlei Verbindungen, als Stick- 
stoffquelle fiir wachsende Hefe zu dienen, als ihr allgemeines physiologisches 
Kennzeichen das gréBte Gewicht legen. Meine Versuche, in denen eine 
Bindung von Ammoniak und Aminosiéuren mit Zucker in verhiltnismaBig 
schwachen Lésungen und in Abwesenheit von Hefen stattfand, erméglichen, 
die Entstehung von Substanzen zu erklaren, welche Ad. Mayer als Garungs- 
exkremente ansah. 


Die freie Bindung von Zucker mit stickstoffhaltigen Sub- 
stanzen findet offenbar auch in technischen Betrieben statt, z. B. 


1) Lintner, Zentralbl. f. Bakteriol., Parasitenk. u. Infektionskrankh. 
798. 1899. 
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in der Bierbrauerei. Das Studium der bei der Aufbewahrung von 
Zucker und stickstoffhaltiger Verbindungen entstehenden Substan- 
zen kann daher auch praktische Bedeutung erlangen. Doch soll 
man sich dabei stets dessen erinnern, daB die erhaltenen Abfall- 
stoffe keine Girungsexkremente, sondern Produkte freier Synthese 
von Zucker mit stickstoffhaltigen Verbindungen vorstellen. 


SchluBfolgerungen. 


1. Wahrend der Garung in Zucker findet Eiweifzerfall statt. 

2. Friihere Angaben iiber die Bestandigkeit des Eiweibes 
wahrend dieses Prozesses sind auf die Unvollkommenheit der Ei- 
weiBbestimmungsmethoden nach Stutzer zuriickzufiihren. 

3. Wahrend der Garung, doch unabhingig von derselben, 
findet eine Anreicherung stickstoffhaltiger Produkte statt, welche 
jedoch keinen Eiwei®charakter besitzen und durch Kupferhydro- 
oxyd niedergeschlagen werden; dadurch wird der EiweiBzerfall 
maskiert, wenn man denselben nach St utzers Methode berechnet. 

4. Die wahrend der Garung gebildeten stickstoffhaltigen Nicht- 
eiweiBsubstanzen ihren Eigenschaften und ihrer Bildung nach den 
humindsen Verbindungen nahe verwandt. 

5. Huminartige Substanzen werden durch die proteolytischen 
Hefefermente nicht gespalten, weshalb sie nicht als stickstoff- 
haltiges Nahrungsmaterial bei der Hefeentwicklung dienen kénnen. 

6. Ad. Mayers ,,Garungsexkremente“ sind Verbindungen von 
huminésem Typus; sie bilden sich auf dem Wege freier Vereinigung 
der stickstoffhaltigen Hefesubstanzen mit Zucker; die Bildung 
der ,,Garungsexkremente“ ist nicht mit der Garung kausal ver- 
kniipft. 











Uber den Einflu8 der Girungsprodukte auf den Zerfall 
der Eiwei8stoffe in den Hefen. 


Von 
Nicolaus N. Iwanoff. 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat zu Petersburg.) 
(Eingegangen am 23, April 1921.) 


In der umfangreichen Literatur iiber den Einflu8 verschiedener 
Substanzen auf den Eiweifzerfall in Hefen wird ein bedeutender 
Platz dem Studium der Garungsprodukte eingeriumt. Die hem- 
mende Wirkung von Spiritus und Zucker und die stimulierende 
von schwachen Siurekonzentrationen sind gut bekannt. Beson- 
dere Bedeutung wird den Garungsprodukten zugeschrieben, seit- 
dem die Ansicht aufgekommen ist, daB Hefeeiweifstoffe wihrend 
der Garung nicht zerfallen, L. Iwanoff!) nach besonderen anti- 
proteolytischen Substanzen zu suchen begonnen hatte, welche 
sich wihrend der Garung ausscheiden und eine Verhinderung des 
EiweiBzerfalls hervorrufen sollten. Eine solche Substanz sollte 
nach des Verfassers Meinung im Aldehyd vorliegen. L. Iwanoffs 
SchluBfolgerungen beruhten auf Versuchen, welche so lange keinen 
Zweifel hervorgerufen hatten, wie der Grundsatz iiber die Bestin- 
digkeit der EiweiBstoffe wihrend der Girung feststand. Nachdem 
man auf Grund von Angaben, welche im vorhergehenden Aufsatz 
dargestellt worden sind, hatte zugeben miissen, daB die Garung den 
Zerfall des EiweiBes nicht unterbindet, erschien es notwendig, die 
Angaben iiber die hindernde Rolle der Gaérungsprodukte beim Ei- 
weifzerfall, insbesondere die Rolle des Acetaldehyds, zu revidieren. 

L. Iwanoff stellte fest, daB EiweiBstoffe dr gegorenen Hefe schwerer 
zerfallen als der nichtgegorenen. So vergleicht er z. B. (1. c. 8. 121) den 


Zerfall des HefeeiweiBes nach 24stiindiger Garun; mit dem Zerfall desselben 
in Portionen nichtgegorener Hefe, welche mit Wasser durchgeriihrt worden 


1) L. Iwanoff, St. Petersburg 1905. 
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waren. Die im Thermostat bei 50° C durch einen Uberschu8 von Thymol 
getéteten Portionen sowohl der einen als auch der anderen Hefe gaben nach 
64 Stunden Autolyse bei 47°C folgende Mengen an zerfallenem Eiwei®: 
Gegorene Hefe 61,4%, nichtgegorene 80,0%. Die gegorenen Hefen wurden 
mit den Garungsprodukten und dem riickstindigen Zucker zusammen 
autolysiert. Deshalb meint L. Iwanoff, daB sich bei der Garung eine 
besondere Substanz bildet, welche den den Eiweifzerfall verhindernden 
Antienzymen an die Seite zu stellen ist; diese Ansicht beweist der Verfasser 
durch folgenden Versuch. Er autolysiert Hefe: 1. Gegorene, 2. nicht- 
gegorene und 3. gegorene mit den nichtgegorenen zusammen und findet, 
daB sich die letzte Serie der GréBe des Zerfalls nach mehr der Portion 
gegorener Hefe nahert als dem arithmetischen Durchschnitt aus der 
gegorenen und nichtgegorenen. 
Der Zerfall driickte sich in Prozenten wie folgt aus: 


Nach 48 Stdn. Nach 120 Stdn. 


I. Fiir gegorene Hefe ....... 7,0 27,0 
ee ee eee 30,0 70,0 
III. ,, gegorene + nichtgegorene . . 18,0 32,0 


Der Zerfall in der III. Portion, der 18% erreichte, stimmt fast voll- 
standig mit dem arithmetischen Mittel aus der I. und II. Portion iiberein, 


d. h. der gegorene und nichtgegorenen =e - bind! doch bestatigen anscheinend 
die Resultate des EiweiBzerfalles nach 120 Stunden den Gedanken des 
Verfassers, daB der Zerfall bei den gegorenen und nichtgegorenen zusammen 
fast ebenso hoch ist als bei den gegorenen. Durch weitere Versuche beweist 
der Verfasser, daB das Antienzym durch die Chamberlankerze durchgeht; 
das iibliche Sieden vernichtet die Wirkung der antiproteolytischen Sub- 
stanzen, doch behilt dieselbe ihre Wirksamkeit beim Sieden mit Kiihlrohr. 
Der Verfasser untersucht, ob man nicht die hemmende Wirkung durch 
Anwesenheit von Spiritus erkliaren kann; er stellt Versuche mit 4-, 8-, 
16 proz. Spiritus an und findet, daB die hemmende Wirkung des Spiritus 
erst von 4% an beginnt; so betrug der EiweiSstickstoff, der nach der Auto- 
lyse in einer Portion Hefe vorhanden war, 
vor d. Versuch ohne Alkohol 4% 8% 16% 
51,5 mg 10,4 mg 10,6 mg 34,9 mg 45,6 mg. 
Doch zeigte die von L. Iwanoff nach der Girung gemachte 
Alkoholbestimmung, da8 seine Konzentration nicht hoch genug 
war, um eine so groBe Hemmung des EiweiSzerfalles in Hefen zu 
erkliren. Die Anwesenheit von Ameisensiure, von Essigsiure und 
teilweise von Milchséure in der girenden Fliissigkeit kann nach 
L. Iwanoff die Proteolyse nur beschleunigen. Auf dem Wege 
der Ausschlie8ung kommt der Verfasser zu der Annahme, da3 
als Ursache der Hemmung der Acetaldehyd angesehen werden mu, 
dessen spurenhafte Anwesenheit viel friiher konstatiert worden 
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ist, als er durch die Arbeiten von C. Neuberg?) und S. Kostit- 
scheff?) eine so groBe Bedeutung fiir die Garungserscheinungen 


erlangt hat. 

Anstatt die Einwirkungen von verschiedenen Konzentrationen 
des Acetaldehyds auf die Arbeit des proteolytischen Fermentes der 
Hefe zu untersuchen, verfolgte L. Iwanoff die Lésung von Gela- 
tine in capillaren Réhren, welche er entweder in ein Gemisch von 
Hefe mit Wasser und Thymol, oder in dasselbe Gemisch mit Zusatz 
verschiedener Mengen Acetaldehyds, von 0,006% bis 0,2°%, herein- 
gelegt hat. 

Es stellte sich heraus, daB schon der 0,006 proz. Aldehyd die Lésung 
der Gelatine durch das proteolytische Hefeferment hinderte; daraus hat 
der Verfasser den Schlu8 gezogen, da8 ,,wir bei der Spiritusgirung keine 
EiweiBzersetzung beobachten, weil die Zelle dabei Aldehyde als Neben- 
produkte der Garung bildet, welche die zersetzende Wirkung des proteo- 
lytischen Enzyms verhindern‘. Der Verfasser hat dabei die recht ungenaue 
Methode von Mett angewandt. 

L. Iwanoffs Versuche iiber die Bedeutung des Acetaldehyds beim 
Zerfall des HefeeiweiBes wurden von W. Zaleski und W. Schataloff*) 
einer ausfiihrlichen Kritik unterworfen; diese Verfasser untersuchten, 
inwieweit der Aldehyd den Zerfall des EiweiBes in Hefen aufhalten kann. 
Es wurde von den Verfassern darauf hingewiesen, daB nicht nur 0,006 proz., 
sondern sogar 0,05 proz. Aldehyd gar keine Wirkung auf diesen ProzeB 
ausiibt; 0,18°% fiihren nur eine unbedeutende Abschwichung desselben bei 
Hefanol, nicht bei Hefen, uerbei und nur 0,5 proz. Aldehyd drangt die Proteo- 
lyse bedeutend zuriick, doch weniger als in L. Lwanoffs Versuchen. In 
der letzten Zeit zeigte W. Palladin*), daB das EiweiB des Zymins sowohl 
in Wasser als auch in | proz. Lésung des Kalisalzes der Brenztraubensaure 
fast gleich schnell zerfillt; sonach iibte die Bildung kleinerer Quantitaten 
von Aldehyd bei der Zersetzung des Salzes der Brenztraubensiure wihrend 
der Selbstgirung fast gar keine Wirkung auf den Zerfall des EiweiBes in 
Hefen aus. Kostitscheff und Brilliant®) gaben an, da8 Zinkchlorid 
die Vergirung des Zuckers durch trockene Hefe bedeutend zuriickhalt 
und da8 dabei eine verhaltnismaBig hohe Anreicherung des Acetaldehyds 
beobachtet wird. Indessen bemerkt man in Gegenwart von Zinkchlorid 
eine nur recht unbedeutende Abschwichung des EiweiSzerfalles; mit 
Zinkchlorid, ohne Zusatz von Zucker, wird eine gewisse Erhéhung des 
EiweiBzerfalles beobachtet. 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 31, 170. 1911 u. folgende Bande. 
*) 8S. Kostitscheff, Zeitschr. f. physiol. Chem. 79, 130. 1912. 

3) W. Zaleski und W. Schataloff, diese Zeitschr. 55, 63. 1913. 
4) W. Palladin, Mitt. d. Akad. d. Wiss. 1916, S. 527. 

5) S. Kostitscheff und W. Brilliant, Zeitschr. f. phys. Chem. 


85, 507. 1913. 
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Sonach sprechen simtliche Angaben dafiir, daB der Acet- 
aldehyd keine bemerkbare Wirkung auf den Eiweifzerfall ausiibt, 
nicht nur bei denjenigen winzigen Quantitaten von Acetaldehyd, 
welche bei einer normalen Girung vorkommen, sondern auch bei 
Einfiihrung gréBerer Mengen. 

Des weiteren ist es L. lwanoff zu zeigen gelungen, daB beim 
Zusatz von sauerem Phosphat zur girenden Fliissigkeit und darauf- 
folgenden Autolyse sich EiweiBstoffe sogar besser zersetzen, als 
in nicht gegorenen Hefen. Auf Grund dieser Beobachtung wurde 
vom Verfasser det SchluB gezogen, daB die Wirkung antiproteo- 
lytischer Substanzen (hauptsiichlich des Acetaldehyds) mit Hilfe 
des saueren Phosphates beseitigt werden kann. 

Vom chemischen Standpunkte aus ist es schwerlich zu be- 
greifen, in welcher Weise das KH,PO, eine nachteilige antiproteo- 
lytische Wirkung des Acetaldehyds beseitigen kann; ist doch dessen 
Wirkung, nach meinen Angaben, auf eine Erhéhung der H-Ionen- 
konzentration zuriickzufiihren. Unzweifelhaft bilden sich aber bei 
der Garung gewisse Substanzen, welche den Eiweifzerfall hemmen. 

Meine Aufgabe war es, die Wirkung der Girungsprodukte auf 
den Eiwei®zerfall zu verfolgen und die Ursache ihres hemmenden 
Einflusses zu finden, wobei ich mich verschiedener Hefepraparate 
bediente. Dieser letzte Umstand ist besonders wichtig, weil nicht 
alle Hefe auf dieselben Einfliisse gleichsinnig reagieren. 

Ich habe schon Gelegenheit gehabt zu beobachten, da das 
KH,PO, eine ungleiche Wirkung auf Hefe ausiiben kann, deren 
physiologischer Zustand verschieden ist. Die Wirkung des saueren 
Phosphats ist nach meinen Angaben!) auf die Beschleunigung der 
Arbeit der Protease, nicht der Peptase der Hefe zuriickzufiihren. 
Diese Arbeit kann mit dem Ubergang des Fermentes vom zymo- 
genen Stadium in das aktive verkniipft sein. Die Wirkung des 
KH,PO, hangt von einer bestimmten Konzentration der H-Ionen 
ab; ich hatte vor, seine Wirkung auf frische Hefe zu kontrollieren 
und zu sehen, ob nicht ein prinzipieller Unterschied zwischen seiner 
Wirkung auf gegorene und nicht gegorene Hefe besteht. 

Versuch 1: A. Lebende Hefe der Fabrik zu Kursk Karjakin wurden 
in einem Morser mit Toluol zerrieben und 1 Stunde bei 47° C stehengelassen; 


darauf wurden Portionen von je 5ccm abgenommen und mit Toluol 
36 Stunden bei 47° C der Autolyse unterworfen. Die Fallung der Eiweif- 


1) N. N. Iwanoff, Biochemical Journ. 12. 1917—18. 
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stoffe wurde durch Kupferhydroxyd erzeugt. Folgende Mengen von 
EiweiSstickstoff wurden bestimmt in Milligramm: 
Zerfall in % 


1. Kontrollportion 5com Hefe 55,9 — 
2. 36 Stdn. Autolyse bei 47°C mit 20ccm Wasser. 19,4 65,3 
3. desgl., doch 0,3 g KH,PO, zugesetzt 21,5 61,6 

B. Dieselben Hefen, doch vorliufig 2 Tage lang mit Zucker gegoren, 
wurden nach Filtration der Garungsprodukte mit 120 ccm Wasser durch- 
geriihrt, Proben von je 20 ccm abgenommen und ebenso wie die nicht- 
gegorenen behandelt, doch wurde die Autolyse bei 40° C ausgefiihrt'). 

+  Zerfall in % 
1. Kontrollportion, 20 ccm Hefe 713 — 
2. 36 Stunden Autolyse bei 40°C mit 20ccm Wasser 40,2 47,7 
3. desgl., doch 0,3 g KH,PO, 46,7 39,6 

Der Zusatz von KH,PO, hat den proteolytischen Zerfall nicht 
nur beschleunigen kénnen, er hat denselben sogar etwas zuriick- 
gehalten; in dieser Beziehung ist kein prinzipieller Unterschied 
zwischen gegorenen und nicht gegorenen Hefen beobachtet worden. 
Die Hefe hat sich der saueren Lésung gegeniiber sehr empfindlich 
erwiesen ; die Erhéhung der Konzentration der H-Ionen machte die 
Lésung weniger vorteilhaft. Da die Rolle des KH,PO, in der Uber- 
fiihrung der Proteose aus dem Zymogenstadium in die aktive Form 
besteht, haben die lebenden Hefen in diesem Falle anscheinend 
das Ferment schon in der aktiven Form erhalten, weil das KH,PO, 
sonst auf den EiweiBzerfall eine vorteilhafte Wirkung ausgeiibt 
haben miiBte. 

Des weiteren wollte ich mich davon iiberzeugen, daB die hin- 
dernde Wirkung nicht von den gegorenen Hefen selbst, sondern 
von den Garungsprodukten ausgeiibt wird. 

Versuch 2: I. Zu 30g frischer Hefe wurde 30 g Zucker und 250 g 
Wasser zugesetzt; nach Verlauf von 24 Stunden, als der ganze Zucker 
vergoren und die Garungsprodukte abfiltriert waren, wurde die Operation 
wiederholt. Die Hefe vergor noch 30 g Zucker und nach Verlauf eines wei- 
teren Tages noch 20 g; nach Beendigung der Garung wurden die Garungs- 
produkte abfiltriert, die Hefe mit Wasser gewaschen, im Mérser mit Toluol 
mit Toluol zerrieben und 1 Stunde lang in den Thermostaten bei 47° C 
gestellt; darauf wurden mit der Pipette Proben von je 5 com abgenommen. 

II. Dasselbe wurde mit nichtgegorenen Hefen gemacht; nach dem 
Waschen mit Wasser wurden dieselben durch Toluol und Erhitzen im 
Thermostat bis 47° C getétet. 


1) Die Autolyse der nichtgegorenen Hefe der 1. Serie wurde bei 47° C 
ausgefiihrt, die der gegorenen (2. Serie) bei 40°C; sonach darf man die 
beiden Serien nicht miteinander vergleichen. 
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Zum Versuch wurden zu je 5 com sowohl der einen als auch der anderen 
Hefe entweder 15 ccm Wasser oder 15 com Garungsprodukte hinzugesetzt ; 
sie bestanden aus einer saueren Fliissigkeit mit 5,5 Alkoholgehalt. 

Die Kontrollportionen sowohl gegorener als auch nichtgegorener Hefe 
wurden sofort durch Kupferhydroxyd niedergeschlagen, wahrend die 
Versuchsportionen 36 Stunden lang bei 47°C mit Toluol stehengelassen 
wurden. 

Nichtgegorene Hefe'). 


mg N EiweiSzerfall 
nach Stutzer in % 
ST a ee ee 66,5 0 
2. Wasser, 36 Stunden Autolyse bei 47°C . 25,5 61,6 
3. desgl., doch mit Garungsprodukten . . . 37,7 43,4 
Gegorene Hefe. 
mg N EiweiBzerfall 
nach Stutzer in % 
eT ee a eee 55,9 0 
2. Wasser, 36 Stunden Autolyse bei 47°C . 19,4 65,3 
3. desgl., doch mit Garungsprodukten . . . 31,1 44,4 


Der Zerfall des EiweiBes in Hefen wird durch die Girungs- 
produkte ziemlich stark verhindert, doch ist hier kein Unterschied 
zwischen der Einwirkung auf gegorene und nicht gegorene Hefe 
zu bemerken. Wahrend der Periode der neuen Garung haben Hefe 
keine in Wasser léslichen antiproteolytischen Substanzen erworben, 
welche ihr Eiwei8 vor Zerfall geschiitzt hitten; die Starke der 
Protease hat sich wihrend der Girung anscheinend auch nicht ver- 
andert; die hemmende Wirkung muB8 auf Rechnung der ldslichen 
Produkte gesetzt werden. Da, nach L. Iwanoffs Angaben, die 
hemmende Wirkung der Giarungsprodukte auf den Zerfall des 
Eiwei8es durch Einfiihrung von sauerem Phosphat beseitigt wer- 
den kann, so habe ich diese Andeutungen benutzt, um den Unter- 
schied des EiweiBzerfalles in gegorenen und nicht gegorenen Hefen 
klarzustellen. AuSerdem habe ich unter den gegebenen Bedin- 
gungen die Arbeit der Peptase gemessen, indem ich das Quantum 
der Aminogruppen nach van Slyke bestimmt habe. 

Versuch 3: Es wurden 3 Portionen lebender Hefe zu je 30 g genommen. 

A gor 20 Stunden in 200 ccm 10proz. Saccharose. 

B desgl., doch mit Zusatz von 3g KH,PO,. 

Nach Verlauf von 20 Stunden war der ganze Zucker in den Portionen 
A und B vergoren. 





1) Diese Bezeichnung ist in dem Sinne zu verstehen, daB ich die Hefe 
nicht habe garen lassen. 
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C 30g Hefe wurden mit 200 com Wasser durchgeriihrt und blieben 
20 Stunden lang bei 3—5°C stehen. 

Nach Verlauf von 20 Stunden sind aus simtlichen Portionen, nachdem 
sie sorgfaltig durchgeschiittelt worden waren, Proben von je 20 ccm ab- 
genommen worden; nach Erhitzung mit Toluol und Chloroform bis 50° C 
wurden diese Proben bei 47°C 40 Stunden autolysiert!). Die 
Fallung wurde durch Kupferhydroxyd erzeugt. 

Der EiweiBzerfall driickte sich in Milligramm wie folgt aus: 


Urspriingl.  Zerfall Zerfall 

Inhalt von Nin mg in % 

C nicht gegorene 26,3 53,6 

A gegorene ohne KH,PO, 5 17,9 33,5 

B gegorene mit KH,PO, . 17,6 33,2 
A+ C nichtgegorene wurden mit ge- 

gegorenen vereinigt 46,9 45, 
B+ C nichtgegorene wurden mit den 

mit KH,PO, gegorenen vereinigt . . 48,2 47,1 
A+B ohne KH,PO, gegorene wurden 
mit den mit KH,PO, gegorenen ver- 


7 


39,1 36,7 
In den zusammengegossenen Portionen driickt sich der EiweiBzerfall 
in Prozenten aus: 
A+C B+C A+B 
45,7 47,1 36,7 
Arithmetisches Mittel aus Portionen die einzeln autolysiert wurden: 
43,6% 43,4% 33,4% 
AuBerdem wurde in den Portionen A, B und C nach 40 Stunden 
Autolyse bei 47°C der Stickstoff nach van Slyke bestimmt: 
Eiwei8 nach Stickstoff nach van 
Stutzer zerfallen Slyke gebildet 
C nichtgegorene 53,6 28,7 
A ohne KH,PO, gegorene . . 33,5 9,2 
B mit KH,PO, gegorene. . . 33,2 6,3 
Aus 100 mg des zerfallenen EiweiBes hat sich Stickstoff nach van 
Slyke gebildet: 


Aus diesem Versuch geht mit Sicherheit hervor, daB die 
Giarungsprodukte den autolytischen Zerfall des EiweiBes hemmen, 
doch hat der Zusatz von KH,PO, zu der Garfliissigkeit, im Gegen- 
satz mit den Angaben L. Iwanoffs, keine Unterbrechung der 


1) Die Proben wurden teils einzeln autolysiert, teils zusammen- 
gegossen. 
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schidlichen Wirkung der Garungsprodukte zur Folge gehabt. In 
den zusammengegossenen Portionen gegorener und nicht gegorener 
Hefe fallt die autolytische Zersetzung des Eiweifes fast volistaindig 
mit dem Eiweifzerfall der einzelnen autolytischen Portionen zu- 
sammen; dieses Resultat widerspricht ebenfalls den Angaben von 
L. Iwanoff. Noch eine SchluBfolgerung aus dem beschriebenen 
Versuch soll unterstrichen werden; bei der Autolyse der gegorenen 
Hefe, die mit den Girungsprodukten zusammen genommen wur- 
den, verminderte sich die Arbeit der Peptase betriachtlich, welche 
an der Menge des gebildeten Stickstoffs nach van Slyke gemessen 
wird ; diese Abschwachung ist an der Phosphatportion noch deut- 
licher. Die sauere Umgebung der Girungsprodukte verdoppelte 
die Hemmung der Peptasearbeit. Diese Erscheinung erinnerte 
mich an die Beeintrichtigung der peptischen Funktion des proteo- 
lytischen Fermentes in den Spiritusversuchen, die friiher!) von mir 
beschrieben worden sind. Da die Garungsprodukte stets Alkohol 
enthalten, so entschlo8 ich mich, vergleichende Versuche tiber die 
Beeinflussung des HefeeiweiBzerfalls durch Garungsprodukte einer- 
seits und diejenigen Spirituskonzentrationen, welche sich in diesen 
Produkten befinden, andererseits anzustellen. 

Versuch 4: Lebende Hefe, 3 Portionen zu je 10g, sind im Mérser 
zerrieben worden. 


I. Mit 50 com Wasser. 
II. Mit 50 ccm Giarungsprodukten*), die 6,89 Alkohol enthielten; 

III. Mit 50 ccm 6,8 proz. Alkohol. 

Von jeder Serie wurden 2 Proben zu je 20 com abgenommen und eine 
Kontrollprobe zur Bestimmung des ganzen EiweiBstickstoffs, dessen Ge- 
samtmenge 92,4 mg betrug. 

Die Autolyse der Portionen mit Toluol dauerte 42 Stunden bei 44—46°. 
Der Eiweifzerfall driickte sich in Prozenten wie folgt aus: 

I. Mit Wasser 
II. Mit Garungsprodukten, 6,89 Alkohol enthaltend. . 31,4 
III. Mit 6,8 proz. Alkohol 


Die Garungsprodukte haben eine gréBere hemmende Wirkung 
ausgetibt, als der Alkohol gleicher Konzentration. Da die Reak- 
tion der Produkte ziemlich stark sauer war, so habe ich weitere 

1) N. N. Iwanoff, Biochemical Journ. 12. 1917—18. 

*) Die Garungsprodukte sind auf folgende Weise erhalten worden: 
40 g Hefe wurden mit 200 com 15 proz. Zucker auf 24 Stunden bei 26° C 


der Garung iiberlassen; als simtlicher Zucker vergoren war, wurde eine 
klare Fliissigkeit abfiltriert, die 6,89 Alkohol enthielt. 
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Versuche angestellt, um mich zu tiberzeugen, ob nicht die Ursache 
der Hemmung des Eiweifzerfalles in der iiberschiissigen Saure 
bestand. Doch mu8 ich vorliufig bemerken, daB die Aldehyd- 
reaktion mit fuchsinschwefliger Saure im Destillat der Garungs- 
produkte sowohl in diesem Versuch, als auch in den nichsten 
auBerst schwach war — es wurde eine kaum erkennbare Rosa- 
farbung erhalten. Aus der oben erwahnten Literatur folgt, daB 
der Aldehyd nur in dem Falle eine Wirkung ausiiben kann, wenn 
er in wirklich merklicher Konzentration zugegen ist; da jedoch 
nur Spuren von Aldehyd auftreten, so vermag ich demselben keine 
Bedeutung zuzuschreiben. 


Versuch 5: 20 g lebender Hefe vergoren nach Verlauf von 24 Stunden 
200 cem. 15 proz. Zuckers. Die Hefe wurde von den Produkten abfiltriert, 
im Moérser mit Toluol verrieben und 1 Stunde im Thermostat bei 46° C 
stehengelassen; darauf wurde sie mit Wasser bis auf 50 ccm verdiinnt 
mit der Pipette wurden Proben von je 5 ccm abgenommen und zur Auto- 
lyse aufgestellt: 1. Mit 20 ccm Wasser; 2. mit 20 com Garungsprodukten; 
3. mit 20cem Girungsprodukten, die vorliufig mit Atznatron gegen 
Lackmus neutralisiert worden waren. 

Die Autolyse dauerte 40 Stunden bei 46—48°C. In der Kontroll- 
portion wurden 34,1 mg EiweiSstickstoff bestimmt. Im Resultat driickte 
sich der Zerfall wie folgt in Prozenten aus: 


2. Garungsprodukte 
3. Neutralisierte Garungsprodukte . . . 


Es stelite sich heraus, daB die Neutralisation der saueren Pro- 
dukte ihre hemmende Wirkung bedeutend vermindert, doch er- 
scheinen als hemmende Faktoren aufer der Saure in erster Linie 
Alkohol und noch gewisse andere Substanzen. Man muf dabei im 
Auge behalten, daB die Reaktion der dritten Portion, zu der 
neutralisierte Girungsprodukte hinzugefiigt worden sind, doch 
etwas sauer war, weil die girenden Hefen selbst eine sauere Reak- 
tion aufwiesen; wiirde das Medium vollstindig neutral sein, so 
wiirde der 7,5proz. Alkohol, der in diesen Produkten vorhanden 
war, ohne Zweifel selbst eine groBe Hemmung hervorrufen. 

Der nichste Versuch wurde mit Hefanol ausgefiihrt, das ich 
aus Hefen bereitet hatte. PreBhefe wurde mit Aceton zerrieben, 
rasch abgenutscht und nach Waschen mit Ather im Vacuum- 
exsiccator getrocknet. Das Hefanol besa8 ein stark wirkendes pro- 
teolytisches Ferment, doch erwies es sich gegen die sauere Reaktion 
der Garungsprodukte und des saueren Phosphates sehr empfindlich. 
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Versuch 6: Portionen aus Hefen bereiteten Hefanols mit 30 ccm 
Fliissigkeit. Autolyse mit Toluol 46 Stunden bei 44—48°C. Das Quantum 
des EiweiBstickstoffs variierte in einzelnen Portionen von 90,0—93,3 mg. 
Die EiweiBfallung wurde nach Stutzer erzeugt. 


Eiwei8zerfall 


. 30cem Wasser 
. 30 cem saurer Girungsprodukte 
. desgl., doch wurden Garungsprodukte auf Lack- 
mus neutralisiert 
4. desgl. (wie 3), doch 0,3 g KH,PO, hinzugesetzt 
. 30cem Produkte, 2mal aus der saueren und 
alkalischen Lésung destilliert 
6. 30 cem 6,7 proz. Alkohol 


Die Produkte wurden nach 24stiindiger Garung von 30 g Hefen mit 
30 g Zucker und 200g Wasser bei 30°C erhalten. Nach vollstandiger 
Vergirung wurde eine schwach sauere klare Fliissigkeit erhalten. Zu der 
5. Portion wurden die Girungsprodukte 2 mal aus der saueren und der 
alkalischen Lésung in einen mit Schnee gekiihlten Kolben destilliert; 
die Alkoholbestimmung nach Nicloux zeigte, daB die Garfliissigkeit 6,7% 
Alkohol enthielt. Das Destillat gab mit fuchsinschwefliger Saure eine 
schwache Reaktion. 

Aus dem Versuche geht hervor, daB die Garungsprodukte den 
EiweiBzerfall stark beschriinkt haben; waren dieselben jedoch 
gegen Lackmus neutralisiert, so verminderte sich die Hemmung sehr 
bedeutend. Ziehen wir die in der 3., 5 und 6. Portion erhaltenen 
Resultate in Betracht, so stellen wir fest, daB die destillierten Pro- 
dukte, welche von simtlichen Substanzen mit AusschluB der fliich- 
tigen befreit worden sind, einen gleichstarken Zerfall hervor- 
gerufen haben wie die neutralisierten Produkte einerseits und wie 
der Alkohol der entsprechenden Konzentration (6,7°%%) anderer- 
seits. Hier soll darauf hingewiesen werden, daB beim Studium ver- 
schiedener Faktoren, welche auf den EiweiBzerfall EinfluB ausiiben, 
die Konzentrationen der H-Ionen in der Lésung zu wenig beachtet 
worden ist, indessen besitzt dieser Faktor bei der Arbeit des proteo- 
lytischen Fermentes eine groBe Bedeutung. Fiir die optimale Ar- 
beit der Protease ist eine saure Reaktion unbedingt nétig, doch 
wenn die Konzentration der H-Ionen eine gewisse Grenze tiber- 
schreitet, wird eine umgekehrte Wirkung bemerkbar, d. h. eine Ab- 
schwachung der Proteolyse. Unter den fliichtigen Produkten hat 
in meinen Versuchen nur der Alkohol eine hemmende Wirkung 
ausgeiibt; die vorhandenen Aldehydspuren spielen gar keine Rolle, 
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da kein Unterschied besteht zwischen den destillierten Garungs- 
produkten aus der 5. Portion und der entsprechenden Alkoholkon- 
zentration aus der 6. 

Angesichts der abweichenden Ergebnisse gegeniiber L. Iwa- 
noffs Versuchen komme ich zu der Uberzeugung, da8 wir es 
scheinbar mit Hefepraiparaten verschiedener Herkunft und ver- 
schiedenen physiologischen Zustandes zu tun hatten. 

Zum Zwecke eines genaueren Studiums der Einwirkung der 
Girungsprodukte habe ich einige Versuche mit trockenen Hefen 
angestellt, die nach Lebedew bereitet waren; schon die ersten 
Versuche haben Bedenken hervorgerufen: es stellte sich heraus, daB 
die Girungsprodukte den Eiweifzerfall fast gar nicht verhinderten, 
doch iibte das Destillat dieser Produkte, das unter Beachtung 
simtlicher VorsichtsmaBregeln bereitet worden war, eine bedeu- 
tende Hemmung des Eiweifzerfalles aus. 


Versuch 7: Ca. 1,4 g trockener Hefe pro Portion wurden mit 20 ccm 
Flissigkeit autolysiert. Das Quantum des Eiweifstickstoffes variierte 
zwischen 106,6 mg und 110,9mg. Die Autolyse dauerte 38 Stunden bei 
44—48°C, 

Fallung des Eiwei®es nach Stutzer. 

Eiweibzerfall 
in % 
63,8) ,.., 
os. un 


. 20 com Wasser 
. igior des Destillates der Giarungs- 49,4 


pes 49,6 
62,0) 
61,8) 

Die Girungsprodukte sind durch Vergirung von 30 g Zucker 
und 30 g Hefe in Gegenwart von 250 ccm Wasser erhalten worden ; 
nach Verlauf von 15 Stunden war saimtlicher Zucker verbraucht. 
Das nach Abfiltrieren der Hefe gewonnene klare Filtrat enthielt 
5,5% Alkohol; fiir die 3. und 4. Portion wurden 50 ccm dieser 
Produkte 2 mal unter Beobachtung aller VorsichtsmaBregeln destil- 
liert. Vergleicht man die 1. und 2. Portion mit der 5. und 6., so 
bemerkt man scheinbar ein Ausbleiben der hemmenden Wirkung 
der Garungsprodukte, doch geniigte es, auf Hefe durch die fliich- 
tigen Destillationsprodukte einzuwirken, um die Arbeit der Pro- 
tease stark zu verlangsamen. Sonach sind in den Girungsprodukten 
gewisse nichtfliichtige Substanzen anwesend, welche die hemmende 
Wirkung der fliichtigen Garungsprodukte unterbinden. Vielleicht 


; 20 ccm der Giirungsprodukte 61,9 
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iibte in diesem Falle nur Alkohol die hemmende Wirkung aus; um 
mich davon zu tiberzeugen, wurde zum Vergleich anstatt der de- 
stillierten Produkte dieselbe Alkoholkonzentration zugesetzt, 
welche auch in den Girungsprodukten enthalten war. Das Resultat 
war dasselbe. 

Versuch 8: Ca. 1,1 g trockener Hefe pro Portion wurden 38 Stunden 
bei 42—44°C autolysiert. Die Menge des EiweiSstickstoffs variierte in 
einzelnen Portionen von 70,5—72,7 mg. 

Eiweifzerfall 
in % 
. : 48,6 
20 cem Wasser on 48,6 


20 cem 5proz. Alkohol 
20 ccm Giarungsprodukte, 5% Alkohol 
enthaltend 42,6 42,6 

Die Garungsprodukte sind durch Vergirung von 30 g Zucker 
mit 25 g lebender Hefe und 300 cem Wasser erhalten worden; nach 
Verlauf von 18 Stunden war der Zucker verbraucht. Die abfiltrierte 
klare Fliissigkeit enthielt 5°% Alkohol. 

Im Einklang mit friiheren Versuchen ist auch hier deutlich 
wahrzunehmen, da der Alkohol den Eiweifzerfall bedeutend 
zuriickhalt, doch tiben Girungsprodukte, die ein gleiches Quantum 
Alkohol enthalten, fast gar keine Wirkung aus. So lag die Ver- 
mutung nahe, daB der Riickstand nach der Destillation fliichtiger 
Produkte die Rolle eines Aktivators beim Eiweifzerfalle spielt; 
deshalb habe ich Alkohol im Vakuum destilliert und den Riickstand 
fiir den niichsten Versuch benutzt. 

Versuch 9: Ca. 1,4g trockener Hefe mit 20ccm Fliissigkeit pro 
Portion. Autolyse 40 Stunden bei 45—47°C. Das Quantum von Eiwei8- 
stickstoff variierte von 107,1—112,7 mg. 

Eiweifzerfall 
in % 
: 20 cem Wasser a 64,3 


enthaltend 59,3 
20 cem Girungsprodukte, 2 mal destil- 50,0) 49.8 
liert 49,7, 
- 20 cem Riickstand nach Abdestillation 63,2) 


20 ccm Giarungsprodukte, 4,6% Alkohol =) 59.5 


3. 
4. 
5. 
6. 
‘i : 63,1 
8. v. Alkohol aus d. Gaérungsprodukten 63,0 

Die Gairungsprodukte sind durch Vergirung von 30 g Zucker 

in Gegenwart von 250 com Wasser mit 30 g Hefe erhalten worden; 








- 
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nach Verlauf von 15 Stunden wurden sie abfiltriert und 50 cem 
davon 2mal aus saurer und alkalischer Lésung abdestilliert; der 
Alkoholgehalt war 4,6°%; das Destillat wurde fiir die 5. und 
6. Portion genommen; 100 com davon wurden im Vakuum bei 
40° C bis auf 2 ccm gelber Fliissigkeit von sauerer Reaktion ver- 
dampft; diese Fliissigkeit wurde mit Wasser bis auf 50 ccm ver- 
diinnt und davon je 20 ccm fiir die 7. und 8. Portion genommen. 

Es wurden dieselben Resultate erzielt wie im vorhergehenden 
Versuch — eine schwache Hemmung wurde beim Zusatz saurer 
Garungsprodukte beobachtet; ihre hemmende Kraft erhéhte sich 
nach der Destillation der Produkte; doch iibte der Riickstand, 
wie aus der 7. und 8. Portion ersichtlich, fast gar keine Wirkung 
aus. Im nichsten Versuche habe ich die Girungsprodukte neutra- 
lisiert, da mir schien, daB die hemmende Wirkung des Alkohols, 
welcher in den Giarungsprodukten enthalten ist, nur durch den 
Sauregehalt vermindert wird. 

Versuch 10: Ca. 1,1 g trockener Hefe mit 20 ccm Fiiissigkeit pro 
Portion. Die Autolyse dauerte 20 Stunden bei 45—48°C. Der Inhalt an 
EiweiBstickstoff variierte von 88,4—90,9 mg. 

EiweiBzerfall 
in % 


wae 53,6 


_ { 20 com Wasser 


3. { 20 cem Garungsprodukte, auf Lackmus 32,6 


4, neutralisiert eet me 


5. { 20 ccm Giarungsprodukte, 2mal aus 39,0 
6. saurer u. alkalischer Lésung dest. 38,7 

Die Garungsprodukte sind durch Vergirung von 20 g Hefe 
mit 30 g Zucker in 200 ccm Wasser wihrend 24 Stunden erhalten 
worden; die abfiltrierte klare Fliissigkeit wurde ein wenig mit 
Wasser verdiinnt und 2mal aus saurer und alkalischer Lésung 
destilliert, so daB das urspriingliche Volumen erhalten wurde. Das 
Destillat ist fiir die 5. und 6. Portion genommen worden. Ein Teil 
der Produkte ist durch einige Tropfen 10 proz. NaOH neutralisiert 
worden und fiir die 3. und 4. Portion verwendet worden. 

Aus dem Versuch ist ebenfalls ersichtlich, daB die Neutrali- 
sation der Garungsprodukte sich als unvorteilhafter Faktor beim 
EiweiBzerfall erwiesen hat; die neutralisierten Produkte iibten ihre 
hemmende Wirkung fast in demselben MaBe aus wie die destil- 
lierten in der 5.—6. Portion. Sonach erklart sich der ungehemmte 


} 38,9 





Einflu8 d. Garungsprodukte auf d. Zerfall d. EiweiBstoffe in d. Hefen. 75 


Eiweifzerfall bei Zusatz nichtneutralisierter Garungsprodukte 
durch Einfiihrung einer bestimmten Konzentration der H-Ionen, 
welche die hemmende Alkoholwirkung vernichtet. Dank seiner 
sauren Reaktion erhéht das KH,PO, den EiweiBzerfall, doch iibt 
es in Gegenwart der saueren Giarungsprodukte gar keine Wir- 
kung aus. 

Versuch 11: Ca. 1,1 g trockener Hefe mit 20 com Wasser pro Portion, 
von 69,8—71,7 mg EiweiBstickstoff enthaltend. Autolyse 44 Stunden 
bei 47°C. Die Garungsprodukte sind durch eine vollstaindige Vergirung 
von 20g Hefe mit 15g Zucker in 100 ccm Fliissigkeit erhalten worden. 
Wie immer wurde zu den Portionen Toluol hinzugefiigt. 

Eiweibzerfall 


1. 20 ccm Wasser 

2. desgl. + 0,3 g KH,PO, 
3. 20 cem Garungsprodukte 
4. desgl. + 0,3 g KH,PO, 


Der Zusatz von KH,PO, zur Lésung der Garungspro- 
dukte hat gar keinen Effekt hervorgerufen. 

Endlich sollen noch die Ursachen erlautert werden, die die 
Schwankungen der Wirkung nicht neutralisierter Produkte bewir- 


ken; in den einen Fallen wird die hemmende Alkoholwirkung durch 
die saure Reaktion fast vernichtet, in den anderen ruft der Zusatz 
von Produkten eine deutliche Hemmung hervor. Im niachsten 
Versuch wurde der EinfluB verglichen: 1. der sauren Produkte, 
2. der neutralisierten, 3. der zur Halfte neutralisierten und 4. des 
Alkohols in derselben Konzentration, welche in den Garungspro- 
dukten enthalten war. 

Versuch 12: Ca. 1,1 g trockener Hefe der Fabrik Post mit 20 ccm 
Fliissigkeit pro Portion. Autolyse 38 Stunden bei 44—48°C. Das Quantum 
von EiweiSstickstoff variierte von 67,4—71,7 mg. 

EiweiBSzerfall 

in % 

. 20cem Wasser 49,3 

2. 20 cem Garungsprodukte 36,0 
. 20cem halbneutralisierter Géarungs- 

produkte . 42,2 

4. 20 ccm neutralisierter Girungsprodukte 25,8 

5. 20 cem 7 proz. Alkohol 26,1 

Die Garungsprodukte wurden wieder aus einer 24stiindigen Garung 
von 30g Zucker mit 30g Hefe in 200 ccm Wasser bei 30°C gewonnen. 
Nach vollstaéndigem Zuckerverbrauch wurde eine saure klare Fliissigkeit 
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erhalten; die durch 10 proz. NaOH neutralisierten Produkte wurden zu 
der 4. Portion verwandt; die halbneutralisierten Giarungsprodukte der 
3. Portion sind durch Zusatz der Halfte des NaOH-Quantums erhalten 
worden, welches zur Neutralisation der 4. Portion gebraucht worden war. 


Die Hemmung des Zerfalles durch die sauren Girungsprodukte 
ist also ziemlich bedeutend, die Halbneutralisation (der 3. Portion) 
vermindert dieselbe, augenscheinlich infolge der Anderung der 
H-Ionen-Konzentration, die der fiir Hefeproteolyse optimalen 
naher geriickt war. Die bei vollstaindiger Neutralisation der Gi- 
rungsprodukte beobachtete starke Verlangsamung des Eiweib- 
zerfalls gleicht vollkommen der von einer aiquimolekularen Alkohol- 
konzentration erzielten Wirkung. Diese Tatsache muB als neuer 
Beweis dafiir angesehen werden, daB der Alkohol diejenige Sub- 
stanz ist, die in der Hauptsache fiir die Hemmung der Proteolyse 
verantwortlich zu machen ist. Sonach folgt aus den Versuchen, 
da8 in den Garungsprodukten zwei Faktoren einen EinfluB auf 
die Proteolyse ausiiben — der Alkohol und die Konzentration der 
H-Ionen. Die Wirkung des ersten Faktors besteht stets in einer 
Hemmung des Eiweifzerfalls, die des zweiten, der H-lonenkonzen- 
tration, kann sich entweder in der Aktivierung der Protease auBern 
und in diesem Falle bei optimaler Konzentration die Alkoholwir- 
kung!) nahezu aufheben oder beim Uberschreiten des Optimums 
gar nicht in Erscheinung treten. In diesem Falle kann man durch 
Verminderung des Siuregehalts die Konzentration der H-Ionen 
dem Optimum nihern, wie im 12. Versuch beschrieben ist; die 
hemmende Alkoholwirkung wird dabei fast aufgehoben. 

Des weiteren fiihre ich noch zwei Versuche an iiber den Ein- 
fluB von KH,PO, in Gegenwart von Alkohol. 

Versuch 13: Ca. 1,1 g trockener Hefe mit 40 ccm Fliissigkeit pro 
Portion. Die Autolyse mit Toluol dauert 36 Stunden bei 40—44°C. Das 
Quantum von Eiweifstickstoff variierte in einzelnen Portionen von 92,9 bis 
94,8 mg. 

Eiweibzerfall 
in % 
1. 40 ccm Wasser 54,3 
2. desgl. + 0,4 g KH,PO, 67,9 
3. 40 ccm 7 proz. Alkohol 44,8 
4. desgl. + 0,4 g KH,PO, 64,9 


Der Zusatz von Alkohol iibte eine gewisse hemmende Wirkung 
auf den EiweiBzerfall aus, doch hat der Zusatz von KH,PO, diese 


1) Es handelt sich um eine nicht hohe Alkoholkonzentration. 
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Hemmung stark abgeschwiicht. Die saure Lésung tibte in Gegen- 
wart von Alkohol eine vorteilhaftere Wirkung aus als in dessen 
Abwesenheit. Die Verfasser, welche den Einflu8 von Alkohol auf 
den EiweiBzerfali studierten, haben die Konzentration der H-Ionen 
der Lésung nicht in Betracht gezogen, wie ich schon oben erwiahnt 
habe; deshalb sind sie oftmals zu der Uberzeugung gekommen, daB 
der Alkohol entweder gar keinen hemmenden Einflu8 ausiibt oder 
daB dessen EinfluB sehr schwach ist. In samtlichen Fillen, in 
denen ich den Einflu8 von Alkohol studiert habe, hatte die Neu- 
tralisation des Autolysates eine groBe Bedeutung. So iibte in 
einem Versuche ein Zusatz von 6,8 proz. Spiritus zu lebenden Hefen 
folgende Wirkung aus: 


Eiwei8zerfalles 
in % 
, eee ee tee 50,9 
Giprom Almonol . ... .  « @.- 43,6 


In einem Parallelversuch dagegen, in dem die Lésung vorliufig 
neutralisiert war, erwies sich der Zerfall in Prozenten. 
(gh a oe te es 43,8 
in 6,8proz. Alkohol. ...... 20,7 
In neutraler Lésung hat der Alkohol also eine groBe hemmende 
Wirkung entfaltet, in schwach saurer eine kaum bemerkbare. 
Versuch 14: Ca. 1,2 g trockener Hefe mit 40 ccm Fliissigkeit pro 


Portion. Toluol. Autolyse 48 Stunden bei 44—46°C. Das Quantum von 
EiweiBstickstoff wurde auf eine Portion umgerechnet, die 100 mg enthilt. 


EiweiBzerfall Stickstoff von neuem 
in % nach van Slyke gebildet 


1. 40com Wasser ..... 60,2 31,1 
2. desgl. + 0,4g KH,PO,. . 72,8 32,5 
3. 40 ccm 8proz. Alkohol . 41,2 11,0 
4. desgl. + 0,4g KH,PO,. . 59,3 12,4 


In diesem Versuch wurde eine héhere Spirituskonzentration 
in Anwendung gebracht. Dennoch hat auch hier der Zusatz von 
KH,PO, die Hemmung vermindert, welche vom Alkohol allein 
hervorgerufen worden wire. 

In der 1. Wasserportion erreichte der Zerfall 60,2°, und in 
der 4., zu der 8 proz. Spiritus und KH,PO, hinzugesetzt wurde, 
— 59,3%. Die beiden Werte stimmen also nahezu iiberein. 

Bei der Stickstoffbestimmung im Kupferhydroxydnieder- 
schlage haben wir jedoch nur die Arbeit der Protease verfolgt und 
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sind zu der Uberzeugung gekommen, daB sie in der 1. und 4. Por- 
tion die gleiche Arbeit geleistet hat; es stellte sich aber heraus, daf} 
die Arbeit des zweiten proteolytischen Fermentes — der Peptase — 
in diesen beiden Ansitzen sehr verschieden war; tatsichlich ist das 
Quantum des neu erschienenen Stickstoffs nach van Sly ke in der 
1, Portion 41,1 mg, in der 4. 12,4 mg, auf 100 mg nach van 
Sly ke bestimmten Stickstoff des zerfallenen EiweiBes umgerechnet, 
kommt auf die Peptasefraktion 

in der 1. Portion 51,7 mg N 

ation Me oe 20,9 , N 

Es ist auch friiher vorgekommen, da8 solcher Unterschied in 
der Arbeit der einzelnen Bestandteile des proteolytischen Hefe- 
fermentes auftrat, als ein Zusatz bis 19 proz. Alkohols die Arbeit 
der Peptase vollstandig zum Stillstand brachte, waihrend die Tatig- 
keit der Protease dadurch nicht beeintraichtigt wurde. 

Der Zerfall von Eiwei8stoffen wird waihrend der Garung nicht 
unterbrochen. Der sich dabei bildende Alkohol ruft eine Hemmung 
des Zerfalles hervor, doch kann mit dem Heranriicken der Konzen- 
tration der H-Ionen an das Optimum ein Medium erzeugt werden, 
in dem die hemmende Wirkung von Alkohol verschwindet und der 
EiweifBzerfall ebensogut in Gegenwart von Alkohol als auch ohne 
denselben verlaufen kann. Es ist richtig, daB eine erhéhte Saure- 
bildung infolge Uberschreitens des H-Ionenoptimums wieder die 
Arbeit der Protease stéren kann, doch ist die lebende Zelle imstande, 
diese Konzentration zu regulieren und die dafiir nétigen Bedingun- 
gen zu schaffen. 

Auf den Vergleich der von mir erhaltenen Resultate mit den 
Angaben von L. Iwanow zuriickgreifend, komme ich zu dem 
Schlusse, da unsere Meinungsverschiedenheiten teilweise dadurch 
erklart werden kénnen, daB wir mit ungleichen Hefepriparaten 
gearbeitet hatten. Ich habe bereits Gelegenheit gehabt zu be- 
merken, daB verschiedene von mir zu den Versuchen angewandte 
Hefen auf die Einfiihrung von Sauren, Garungsprodukte und Al- 
kohol nicht gleichsinnig reagieren. Der Zusatz von saurem Phos- 
phat wirkt auf die einen Priiparate entweder gar nicht oder negativ, 
wie es bei lebenden Hefen und bei Hefanol beobachtet wird; bei 
anderen, z. B. Trockenhefen, ruft KH,PO, eine Beschleunigung der 
Hefeproteolyse hervor. Im ersten Falle iiben die Girungsprodukte 
eine stark hemmende Wirkung aus; ihre Neutralisierung fiihrt zur 
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Erhéhung des Eiweifzerfalles ; im zweiten Fall ist die Wirkung ent- 
gegengesetzt. In diesem Falle mu8 man auBer dem Sauregrade der 
Hefe selbst noch ihren physiologischen Zustand in Betracht ziehen, 
den Zustand namentlich, in welchem sich die Hefeprotease be- 
findet. AuBer der Schaffung einer optimalen Konzentration fiir 
die Arbeit der Protease hat die saure Sphire noch Bedeutung 
beim Ubergange des Fermentes aus dem zymogenen Stadium in das 


aktive; deshalb wird der erwihnte Unterschied zwischen lebenden 
Hefen und trockenen Priparaten beobachtet; es ist méglich, daB 
wihrend des Trocknens der Hefe ein Ubergang des Ferments in 
das zymogenen Stadium stattfindet. 

Wenn wir zum Schlusse die Faktoren in Betracht ziehen, 
welche den EiweiBzerfall in den Gairungsprodukten hemmen, so 
miissen wir dem Alkohol eine auBerordentliche Bedeutung zu- 
schreiben. Dagegen sprechen die Versuchsresultate nicht fiir die 
Annahme, daB der Aldehyd der Traiger der Hemmungserscheinun- 
gen ist. 

SchluBfolgerungen. 

1. In der girenden Fliissigkeit befinden sich in Ubereinstim- 
mung mit den friiheren Literaturangaben Substanzen, welche 
sich wihrend der Garung der Hefe bilden und den Eiweifzerfall 
hemmen. 

2. Der Zusatz von saurem Phosphat zur girenden Fliissigkeit 
unter den Bedingungen meiner Versuche beschleunigte den Hefe- 
eiweiBzerfall nicht, wenn die Hefe zuvor getétet und autolysiert 
war. 

3. 'Tétet man lebende Hefe und laBt in einem Falle Garungs- 
produkte, in dem anderen Alkohol, dessen Konzentration der Al- 
koholkonzentration der Garungsprodukte gleich ist, auf sie ein- 
wirken, so stellt sich heraus, daB die Garungsprodukte wegen ihrer 
sauren Reaktion den Eiweifzerfall stirker hemmen als der 
Alkohol. 

4. Die Garungsprodukte hemmen stark den EiweiBzerfall im 
Hefanol; nimmt man aber neutralisierte Produkte oder deren 
Destillat oder Alkohol derjenigen Konzentration, welche sich in 
den Produkten befindet, so ist die Hemmung gleichstark, doch 
bedeutend schwicher als bei sauren Produkten. 

5. Garungsprodukte kénnen auf Trockenhefe gar keine Wir- 
kung ausiiben; die Hemmung des Eiweifzerfalles fand statt, wenn 
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die Produkte destilliert waren oder wenn man eine aquimolekulare 


Alkoholkonzentration benutzte. 
6. Das verschiedene Verhalten der Hefepraparate den Garungs- 
produkten gegeniiber ist durch ihren verschiedenen physiologischen 


Zustand und ihr ungleiches Verhaltnis zur Konzentration der 
H-Ionen bedingt. 

7. Der Zusatz von 7 proz. Alkohol hemmt den Eiweifzerfall 
in trockenen Hefen stark; der Einflu8 von KH,PO, vernichtet die 
nachteilige Wirkung des Alkohols. 

8. In den Girungsprodukten erscheint Alkohol als Haupt- 
hemmungsfaktor des EiweiBzerfalles; seine schwach hemmende 
Kraft in geringen Konzentrationen ist dadurch zu erkliren, daB 
friihere Autoren ihn zu einer sauren Lésung hinzusetzten, die 
seine nachteilige Wirkung verringerte. 





Die elementaranalytische Methode der direkten 
Bestimmung von Kohlensiure und Sauerstoff in der 
Berthelotschen Bombe und ihre Bedeutung fiir Stoff- 

wechselbilanzen speziell beim Herbivoren 


Von 


W. Klein und Maria Steuber. 


(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
zu Berlin.) 


(Hingegangen am 26. April 1921.) 


Aus der im Harn ausgeschiedenen Stickstoffmenge und aus 
dem Verhiltnis der beiden Atemgase Kohlensiure und Sauerstoff 
zueinander la4Bt sich berechnen, wieviel EiweiB, Fett und Kohlen- 
hydrate im Korper umgesetzt wurden. Da wir die Verbrennungs- 
wirme dieser Stoffe kennen, ergibt sich auch auf diesem, die 
Elementaranalyse umgehenden und deshalb weniger miihsamen 
Weg die im Korper umgesetzte Energiemenge. Diese Rechnung 
ist nur ganz einwandfrei bei solchen Tieren, bei denen keine 
gréBeren Mengen der Nahrung durch Girungsprozesse im Ver- 
dauungsapparat gespalten und in nicht genau definierbare Pro- 
dukte iibergefiihrt werden, also beim Fleischfresser und nahezu 
auch beim Menschen. Bei Tierarten, bei denen besonders die 
Kohlenhydrate vor der Resorption einer weitgehenden Garung 
unterliegen, wo also neben niederen Fettsiuren besonders groBe 
Mengen Girkohlensiure und brennbare Gase, besonders Methan, 
gebildet werden, ist der aus Versuchen in Respirationskammern 
gefundene respiratorische Quotient fiir eine derartige Berechnung 
unbrauchbar. Der Quotient iibersteigt besonders beim Wieder- 
kiuer die Einheit erheblich, was vor allem auf die Giarungs- 
prozesse zuriickgefiihrt werden muB; denn die Fettbildung aus 
Kohlenhydraten direkt wird in Kaniilenversuchen nur wahrend 
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kurzer Zeit beobachtet!). Es kommen auf 1 Liter Methan nach 
Méllgardt - Andersen?) und nach Versuchen des einen von uns?) 
ca. 2,5 Liter Garkohlensiaure. Zieht man diese Werte von der Gesamt- 
menge der gefundenen Kohlensaure ab, so finden wir respiratorische 
Quotienten, die mit den in den Kaniilenversuchen direkt gefundenen 
anniahernd iibereinstimmen. Doch ist bei dieser Gr6Be ein Fehler nicht 
beriicksichtigt : Die ausden Vormiagen ins Blut iibergetretene Kohlen- 
siure, deren Menge bei dem hohen Absorptionskoeffizienten sicher 
nicht gering ist; doch dariiber ist uns vorliufig nichts bekannt. 


So bliebe also fiir die Herbivoren nur die direkte Bestimmung des 
Energieumsatzes im Calorimeter, wie es von H. P. Armsby und A. Fries‘) 
einerseits, O. Hagemann®) andererseits bereits durchgefiihrt ist. Die 
Kohlenstoffbilanz allein ist deswegen nicht geniigend, weil jede Kontrolle 
fehlt. Nun haben I. A. Fries*) und A. Krogh und Schmitt - Jensen’) 
auf Grund einiger Respirationsversuche an Rindern mit Bestimmung der 
Methanmenge in Verbindung mit der Verhialtniszahl von CH, : CO, bei 
der Cellulosegirung die zu der gefundenen Methanmenge gehérige Gir- 
kohlenséure berechnet und von der Gesamtkohlensiure abgezogen. Der 
jetzt berechnete R.-Q. sollte nun die wirklichen Umsetzungen im Orga- 
nismus zum Ausdruck bringen, doch ist auch dieser Weg nicht genau, weil 
das Verhaltnis von Methan zur Garkohlensiure in weiten Grenzen schwankt. 

Zuntz®) hat nun in Beriicksichtigung all dieser Momente einen anderen 
Weg eingeschlagen. Er sagt: ,,DaB nur die elementaranalytische Bilanz 
eine Vorstellung vom Energieumsatz und der Fettbildung bei den Herbi- 
voren geben kann. Kann die Messung der Warmeabgabe nicht direkt 
durchgefiihrt werden, so bietet neben der Bilanz der Kohlensiure die Durch- 
fiihrung der Bilanz des Sauerstoffverbrauches der Tiere eine ebenso scharfe 
und fiir kiirzere Zeitraume exakt durchfiihrbare Rolle. Eine solche Bilanz 
146t sich auf Grund der tiblichen Elementaranalyse der Nahrstoffe und der 
Ausscheidungen deshalb nicht genau durchfiihren, weil bei dieser Analyse 
der Sauerstoffverbrauch nur indirekt bestimmt werden kann, also alle 


1) Nur am Ende intensiven Wiederkauens oder unmittelbar danach 
findet man R.-Q., die die Einheit erreichen oder auch etwas iibersteigen. 
Hier kann man schlieBen, daB Kohlenhydrate unvergoren im Stoffwechsel 
umgesetzt werden. 

*) Méligaard und Andersen, D. Kgl. Veterinir og Landbohdéjskole. 
Aarsshrift. 1917. 

3) W. Klein, diese Zeitschr. %2. 1915. 

4) H. P. Armsby und A. Fries, Landw. Jahrb. 1904. 

5) Hagemann, Landw. Jahrb. (Erg.-Bd.) 1. 

6) A. Fries, Amer. journ. of physiol. 55, Nr. 1. 1921. 

7) A. Krogh und H. O. Schmitt-Jensen, Biochemical Journ. 
14, Nr. 6. 1920. 

*) Zuntz, Berl. klin. Wochenschr. 1918, Nr. 17. 
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analytischen Fehler sich auf ihn haufen.‘‘ Die von uns jetzt ausgearbeitete 
Methode der direkten Bestimmung auch des Sauerstoffes in der Calorimeter- 
bombe gibt nun solche Werte, daB sie die Kohlenstoff- und Sauerstoff- 
bilanz mit der gleichen Exaktheit aufzustellen gestattet. 

Die erste Idee, die Elementaranalyse mit Hilfe der Berthelotschen 
Bombe auszufiihren, riihrt von Berthelot selbst her. Zuntz und Frenzel’) 
haben dann die ersten praktischen Versuche angestellt. Das Endgas wurde 
berechnet aus Anfangsgas plus Substanz abziiglich der Asche, Wasser, 
Salpeterséure und dann verglichen mit der durch eine Gasuhr gegangenen 
Menge Endgas. Das Endgas wurde dann multipliziert mit den in der 
Gasanalyse gefundenen Werten an Sauerstoff und Kohlensiure. GréBere 
Bedeutung gewann die Methode nicht, weil die Ausfiihrung der Gasanalysen 
mit der damals gebrauchlichen Apparatur sehr umstandlich und auch zeit- 
raubend war. Im Jahre 1912 wurden die Versuche wieder aufgenommen 
und fiihrten zu praktischen Ergebnissen. Eine kurze Beschreibung wurde 
damals in den Landwirtschaftlichen Jahrbiichern?) veréffentlicht. Um die 
immerhin sehr viel Sorgfalt erheischende Wagung des Endgases zu um- 
gehen, versuchte auf Veranlassung von Zuntz Diakoff*) die Methode 
zu vereinfachen. Die Bombe wurde nach der Verbrennung mit einem System 
zur Absorption und Wigung der Kohlensiure verbunden, wie es E. Grafe*) 
zur Anwendung gebracht hatte. Ein gemessener Teil des Endgases wurde 
iiber Quecksilber waihrend des Ausstrémens aufgesammelt und diente zur 
gasometrischen Analyse. Mit Hilfe dieser Daten berechnete er die Gesamt- 
menge des verbrannten Sauerstoffes und des gasférmigen Stickstoffes. 
Die Einfachheit dieser Methode wire bestrickend, wenn der Sauerstoff 
mit derselben Genauigkeit bestimmt werden kénnte wie die Kohlensiure, 
denn die Voraussetzung bei dieser Berechnung ist, da8 das Volum der 
gebildeten Kohlensiure ebenso groB wire als das des verschwundenen 
Sauerstoffes, daB das Endgas dem Volumen nach dem Anfangsgas gleich 
sein miiBte. Dies trifft aber nur bei ganz reinen Kohlenhydraten zu, wihrend 
bei aus EiweiB, Fett und Kohlenhydraten zusammengesetzten Nahrungs- 
mitteln, mit denen wir es ja gewohnlich zu tun haben, diese Voraussetzung 
fehlt. Es tritt infolge Verbrennen des Wasserstoffes zu Wasser eine Volum- 
verminderung ein, die je nach der Zusammensetzung der Futtermittel 
schwankt. So betragt z. 8B. bei Leinkuchen das Volumen des Gases in der 


eded-d 


Bombe vor der Verbrennung 5893 ccm, nach der Verbrennung 5752 ccm. 


Vor der nach der 
‘ Verbrennung Verbrennung 
Bei Kleber: 6351 com 6264 com 
Kot bei Fiitterung von Riibenblittern, Stroh 
und Leinkuchen ¥ 5839 ,, 
Dagegen bei Saccharose 6076 ,, 


1) Zuntz und Frenzel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 1897, 8. 380. 
2) v. d. Heide, Klein und Zuntz, Landw. Jahrb. 44, 806. 1913. 
3) Diakoff, diese Zeitschr. 55, 116. 1913. 

4) E. Grafe, diese Zeitschr. 24. 1910. 
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Wir haben deshalb diese Modifikation nicht weiter angewandt 
und fiihren die Methode nun in folgender, eingehend beschriebener 
Weise aus. 

Nachdem die Bombe innen mit Wasser angefeuchtet und mit 
der zu verbrennenden Substanz ca. 1,3 g beschickt ist, wird sie 
mit dem Hebel fest zugedreht und an die Leyboldsche Pumpe 
angeschlossen. Zwischen der Bombe und der Pumpe ist ein 
Quecksilbermanometer angebracht. Es wird solange evakuiert, 
bis die Quecksilberkuppe des inneren Schenkels zur Ruhe gekom- 
men ist. Vollkommen gleiches Niveau stellt sich nicht ein infolge 
des in der Bombe herrschenden Wasserdampfdruckes. Das Ventil 
der Bombe wird jetzt geschlossen. Das Gewinde der Bombe wird 
von jedem anhaftenden Dichtungsfett peinlich gereinigt, worauf 
besondere Aufmerksamkeit zu legen ist. (Spiter kommen wir 
hierauf nochmals zuriick.) Jetzt wird die Bombe gewogen. Zu 
diesem Zwecke ist es von ausschlaggebender Wichtigkeit, eine 
Wage zu benutzen, die bei einer Tragfaihigkeit von 5 kg auf 2 mg 
ausschligt!). Nun erfolgt das Einlassen des Sauerstoffes aus einem 


* gewohnlichen Stahlzylinder. Hierbei ist zu beachten, daB der 


Verbindungsweg, der aus Kupferrohr besteht, griindlich aus- 
gespilt wird. Hierauf wird die Bombe mit dem Kupferrohr 
luftdicht verschraubt, wobei natiirlich das Bombenventil innen 
noch verschlossen ist. Nun 6ffnet man langsam das Ventil des 
Sauerstoffzylinders, bis das Manometer ungefihr 40 Atm. anzeigt, 
dann 6ffnet man langsam das Ventil der Berthelotschen Bombe, 
wobei das Manometer bis ungefaihr 6 Atm. zuriickgeht. Man laBt 
das Manometer langsam bis 25 Atm. Druck ansteigen, dann 
schlieBt man den Zylinder und auch sofort die Bombe. Bei diesen 
Manipulationen strémen bei einiger’ Ubung fast konstant 7 g 
Sauerstoff in die Bombe, eine Menge, bei der die Kohlensiure 
im Verbrennungsgas selten iiber 20 Vol.-°% ansteigt. Nun erfolgt 
die genaue Wagung des eingelassenen Sauerstoffes, worauf sich 
die Verbrennung in der bekannten Weise anschlieBt. Mit dem 
Offnen der Ventile und dem Ausstrémen des Gases wire die 
gewohnliche Verbrennung beendet. Bei der Elementaranalyse 
wird die Bombe nun an eine kleine einfache Apparatur ange- 
schlossen, die aus folgenden Teilen besteht: An einem Stativ 
mit einer verschiebbaren Schiene, an der mehrere Haken sich 
as 4) Unsere Wage ist von Rupprecht in Wien gebaut. 
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befinden, hangen 1. ein zu dem Bombengewinde passendes Metall- 
rohr, 2. ein Dreiweghahn, 3. ein gebogenes Chlorcalciumréhrchen 
und zuletzt eine mit einem Riickschlagventil versehene kleine 
Waschflasche, deren tiefer Schenkel in Wasser taucht. Alle 4 Stiicke 
sind mittels Gummischlauchen miteinander gut verbunden. Der 
freie Stutzen des Dreiweghahnes ist auBerdem mit einem 500 cem 
fassenden mit Quecksilber gefiillten SammelgefaiB verbunden. 
Man 6ffnet jetzt das AuslaBventil der Bombe, jedoch so, daB das 
Gas nur langsam ausstrémt. Nach Verlauf weniger Minuten 
wird das Endgas in das Gassammelgefi8 gesaugt, wieder heraus- 
gedriickt, um die Verbindungswege auszuspiilen. Darauf wird 
die endgiiltige Probe zur Gasanalyse entnommen. Ist die Probe- 
entnahme beendigt, so la8t man das Gas auch weiterhin langsam 
bis zu Ende ausstrOmen, um den in dem Gas enthaltenen Wasser- 


dampf in dem Chlorcalciumrohr quantitativ aufzufangen. Ist 


alles Gas ausgestrémt, wird die Bombe geschlossen und aufs 
Sorgfaltigste getrocknet. Es ist sehr wichtig, dab, wie bereits 
angedeutet, die freibleibenden Gewindeginge vorher von Fett 
gereinigt wurden, weil sie sonst bei dieser Abtrocknung mit 
entfernt und dadurch zu einem Gewichtsverlust fiihren wiir- 
den. Durch das SchlieBen des Ventils wollen wir verhindern, 
daB durch die unvermeidliche Erwirmung bei der Abtrocknung 
der Bombe Gasverlust durch Expansion eintreten kann. Dann 
bleibt die Bombe eine Viertelstunde im Glasgehiiuse der Wage 
stehen. Nach Temperaturausgleich wird das vorhin geschlossene 
Ventil gedffnet und die Bombe gewogen. Hierbei ist es nétig, 
da Temperatur und Barometer abgelesen werden. Zur genauen 
Feststellung des Gewichtes des Endgases benutzen wir noch eine 
Kontrolle, die wir dadurch einfiihren, daB wir die Bombe wieder 
evakuieren und abermals wagen. Die Gewichtsmenge des End- 
gases wird in letzterem Falle direkt bestimmt, wahrend in ersterem 
Falle die in der Bombe verbliebenen Gewichtsteile Gas erst mit 
Hilfe der Gasanalyse, Temperatur und Barometer usw. berechnet 
und zu dem durch Wagung gefundenen Gas hinzuaddiert werden. 

Es darf nicht vergessen werden, die im Chlorcalciumrohr 
gewogene Menge Wasser zum Gewicht der Bombe zu addieren. 

Da wir bei der Gasanalyse, auf deren technische Ausfiihrung 
wir am SchluB noch eingehen wollen, sowohl bei dem zur Ver- 
brennung benutzten Sauerstoff als auch bei dem Verbrennungsgas 
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Volumprozente erhalten, so miissen wir mit Hilfe der spezi- 
fischen Gewichte der Gase die einzelnen Bestandteile in Ge wichts- 


prozente umrechnen. 
Der Gang der Berechnung und die Genauigkeit des End- 
volumens soll an 2 Beispielen erliutert werden. 


I. A. Eingefiihrt in die Bombe 7,146 g Bombensauerstoff. 
B. Verbrennungsgas 
a) direkt durch Wagung gefunden 7,568 g 
b) aus Wagung und Berechnung des in der Bombe 
verbleibenden Gases 7,565 g 
angewandte Substanzmenge fiir die Verbrennung . 1,1754g 


Da der kaufliche Sauerstoff immer Stickstoff und Edelgase enthilt, 
so ist es nétig, die absolute Menge des Sauerstoffes zu berechnen. 
Analyse des Bombensauerstoffes: 


99,383 Gew.-% Sauerstoff, 
0,617 Gew.-% Stickstoff. 
Daraus ergibt sich eine absolute Sauerstoffmenge von 
7,102 g O, und 44mg N,. 
Gasanalyse des Endgases: 
CO, Vol.-% O, Vol.-% N, Vol.-% 
19,171 79,868 0,961 
Diese Vol.-% werden mit dem spezifischen Gewicht der einzelnen 
Gase multipliziert. Wir geben sie gleich logarithmisch an. 
Vol.-% CO, = log 28 264 Vol.-% O, = log 90 237 Vol.-% N = log 98272 
19,171 79,868 . 0,961 
Spez. Gew. Spez. Gew. Spez. Gew. 
co, = log 29 336 0, = log 15 509 N, = log 09850 


durch Addition 
log 57 600 = N. 37,67 mgCO, log 05746 = N. 114,14mg0O, log 08 122 = 
1,206 mg N, 
Die Addition der 3 N. ergibt das Gewicht von 100 ccm Verbrennungs- 
gas = 153,016 mg, mit dieser Zahl werden die mgr an Co,, O, und N, 
dividiert und erhalt dann Gewichtsprozente. 


—log 18 474 = N. 153,016 log 18 474 log 18 474 


log 39 126 = N. 24,617 log 87272 = N. 74,596 —_ log 89 648 = 0,787 

Gew.-% CO, Gew.-% O, Gew.-% N, 

153,016 37,67 
wee oe 

153,016 _ 114,14 

a RE ie 
153,016 1,206 


—""<™ 





Die Gew.-% werden berechnet nach der Prop. co, 
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Gewogen wurden 7,568 g Endgas. Daraus berechnet sich demnach: 
1,863 g CO, 5,6455 g O, 56,94 g N, 
Eingefiihrt - 7,102 g O, 44,0 mg N, 
1,8631 g CO, geb. 1,4565 g O, verbr. 12,94 mg N, geb. 
Die gefundenen Werte beziehen sich auf 1,1754 g Substanz. 
Auf 1 g kommt also: 
1,585 g CO, 1,239 g O, 11,06 mg N, 
Diese Zahlen wurden nach A. durch Wagung gefunden. 
Nach B. ergaben sich folgende Werte: 
1,584 g CO, 1,241 g O, 11,06 mg N, 

Die mit der gleichen Substanz ausgefiihrte Kontrolle ergab 
nach A.: 1,592 g CO, 1,240 g O, 12,0 mg N, 
nach B.: 1,594 g CO, 1,243 g O, 12,0 mg N, 

Bei dieser zweiten Analyse wurden eingefiihrt 7,260 g Bomben- 
sauerstoff. 

Endgas ergab a) gewogen 

b) gewogen und berechnet 

Es seien noch einige Werte angefiihrt. 

Es sei noch eine Beleganalyse angefiihrt: 

Eingefiihrt 7,601 g Bombensauerstoff. 

Endgas a) gewogen 

b) gewogen und berechnet 

Es ergeben sich pro g Substanz 
nach a) 41,4252 g CO, 1,064 g O, 0,9 mg N, 
nach b) =1,4225 g CO, 1,071 g O, 0,9 mg N, 

Kontrollanalyse. 

Eingefiihrt 7,398 g C, . 

Endgas a) gewogen 

b) gewogen und berechnet 

Es ergeben sich: 
nach a) 1,424 g¢ CO, 1,071 g O, 14mg N, 
nach b) 1,424 g CO, 1,071 g O, 1,4 mg N, 

Es geht aus den Beispielen hervor, daB die nach A. oder B. gefundenen 
Werte fiir Kohlensiure und Sauerstoff um so besser sind, je niaher die 
Gewichte der Endgase zusammenfallen. Sind gréBere Differenzen vor- 
handen, so kommt naturgeméB der gréBte Fehler beim Sauerstoff zum 
Vorschein. Trotz des etwas lingeren und umstindicheren Weges iiber das 
Wagen und Berechnen des Endgases ziehen wir diesen vor, weil wir dabei 
von dem eventuellen Verlust von Wasser bei dem Evakuieren der Bombe 
unabhingig sind. Um die Genauigkeit der Methode zu beweisen, geben wir 
noch den von uns gefundenen Wert von reiner Saccharose pro | g Substanz: 
gefunden 1,6223¢ O, 2,2284g CO, 14mg N, 
berechnet aus der Formel 

1,6235g O,  2,2323 g CO, 
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Aus diesen Beispielen geht hervor, daB die Genauigkeit 
der Methode fiir trockene Substanzen sehr zufriedenstellend und 
daher wohl geeignet ist, der bisher iiblichen Elementaranalyse 
gleichgestellt zu werden, zumal der Sauerstoff ja direkt be- 
stimmt wird. 

Bei sirupésen Substanzen, z. B. Melasse, geht die Verbrennung 
ohne vorherige Eintrocknung glatt von statten, wenn man ein 
Stiickchen absolut trocknes Filtrierpapier hineinsteckt. Sie ergibt 
auch bei Harnen von Omni- und Carnivoren gute Resultate, der 
Harn von Wiederkauern bereitet jedoch manchmal Schwierigkeit, 
wodurch diese entsteht, ist zwar noch nicht ganz klar, hangt aber 
sicher mit der Zusammensetzung des verabreichten Futters 
zusammen. Der Harn zeigt dabei eine leichte Zersetzlichkeit, 
er wird unhomogen und sedimentiert. Wir beniitzen, um den Harn 
verbrennungsfihig zu machen, folgenden Weg. Ungefaihr 0,5 g 
schwedisches Filtrierpapier wird bei 105° bis zur Konstanz 
getrocknet und gewogen. Fiir Harne haben wir zu der Calori- 
meterbombe ein extragroBes Platintiegelchen von ca. 12 ccm 
Inhalt. In dieses Tiegelchen wird ein genau passendes, sehr diinn- 
wandiges Glaschen zur Aufnahme des Harns hineingestellt. Der 
Schwefel- und Phosphorgehalt wiirden das Platintiegelchen zer- 
stéren. Der Wiederkaiuerharn wird vorher neutralisiert. Wir 
nehmen dazu Normaloxalsiure. Die verwandte Menge Cellulose 
und Oxalsiure mu8 dann spiter in Abzug gebracht werden. Zur 
Trocknung wird nun das Filtrierpapier, das die Form eines lang- 
lichen Streifens hat, mit dem einen Ende in den Harn hinein- 
getaucht, mit dem anderen Ende wird es mittels eines 8 cm langen 
Nickelindrahtes an einer Art Galgen, der aus Eisendraht besteht 
und auf einem Holzblock befestigt ist, angebracht. Zur raschen 
Trocknung wird das Filtrierpapier so gestellt, daS es vor den 
schmalen Spalt eines Trockenluftapparates paBt. Es wird bei 
ca. 40—50° Warme getrocknet. Sobald der Harn beinahe ein- 
getrocknet ist, wird der Papierstreifen mit Hilfe einer feinen 
Pinzette zusammengefaltet und dann vollends getrocknet. 

Bei der Verbrennung eiweifhaltiger Substanzen entstehen 
mehr oder weniger groBe Mengen von Salpetersiure. Zur Be- 
stimmung der geringen Mengen dient uns die colorimetrische 
Methode fiir Nitrate. Das Verbrennungsgas und den Sauer- 
stoff analysieren wir jetzt in dem Haldaneschen Analysen- 
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apparat!). Obwohl nur 20 ccm Gas zur Analyse genommen werden, 
ergibt doch die feine Calibrierung und genaue Einstellung sehr gute 
Resultate, wie zahlreiche Vergleichsanalysen mit dem bis ‘etzt 
benutzten Analysenapparat, der 100 ccm faBte, ergeben haben. 
Notwendig ist nur, daB man vor Beginn der Analyse 10 cem reinen 
Stickstoff in der Sauerstoffabsorptionspipette zuriicklaBt. Die 
Absorption geschieht mit Natr. hydrosulfit von Merck. Die 
Dauer einer Analyse betrigt 15 Minuten. 

Bei einer Verbrennungsanalyse von 80°, Sauerstoff und 
20%, Kohlensiure betragen die gréBten Differenzen héchstens 
2 Hundertstel, auf den Sauerstoff bezogen ein Fehler von 0,025°%, , 
auf die Kohlensiure 0,10%. Der Haldaneapparat geniigt also 
weitaus fiir diese Elementaranalyse. Erwihnt sei noch, da8 auch 
die Stickstoffbestimmung eine wertvolle Kontrolle fiir die Kjeldahl- 
analysen der Futtermittel und der Abfallprodukte bildet. 








1) Der Apparat wird von Bleckmann & Burger, Berlin, Auguststr., 
angefertigt. 
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Zur Theorie der Desinfektion. 


Von ‘ 
J. Traube und R. Somogyi. 


(Technische Hochschule Charlottenburg.) 
(Eingegangen am 27. April 1921.) 


In dieser Zeitschr. 98, 197. 1919 sowie in der Zeitschr. f. 
Immunititsforsch. 29, 286. 1920 hat der eine von uns, J. Traube, 
einen Beitrag zur Theorie der Desinfektion geliefert, indem er 
darauf hinwies, daB abgesehen von den rein chemisch wirkenden 
Stoffen wie H,O,, KMnO, usw. die meisten Desinfizientien die 
Bakterienzellen auf Grund ihrer quellenden bzw. irreversibel 
flockenden Wirkung zerstéren. Damit die Stoffe wirken kénnen, 
ist eine Vorbedingung, daB sie in méglichst groBen Konzentra- 
tionen sich an der Grenzfliche der Bakterien ansammeln und 
da nach Gibbs Prinzip dies besonders fiir die oberflichenaktiven 
Stoffe der Fall ist, so lieB sich erwarten, daB die desinfizierende 
Wirkung in vielen Fallen der Oberflichenaktivitat parallel geht. 

In fast iiberraschender Weise zeigte sich diese Vermutung 
in der Reihe der Hydrocupreine und deren sogenannten Toxine 
bestatigt'). Es ergab sich, daB bei all denjenigen Bakterien 
und Kokken, auf welche die Stoffe jener Verbindungsklassen 
wirkten — es waren das im Wesentlichen die grampositiven 
Mikroorganismen —, die Oberflichenaktivitat fiir die Wirkung 
entscheidend war. Aber schon der Umstand, daB jene Alkaloid- 
salze auf die gramnegativen Bakterien im allgemeinen nicht 
wirken, zeigte, da8 die Oberflichenaktivitat keineswegs der ein- 
zige Faktor ist, welcher in Betracht kommt. Die Oberflaichen- 
aktivitat entscheidet ja durchaus nicht in allen Fallen iiber die 
GréBe der Adsorption, und ist keine Adsorption vorhanden, 
so kann auch keine Osmose in den Zelleib, keine Quellung oder 
Flockung stattfinden. Fiir die GréBe der Adsorption (den Haft- 


1) Vgl auch Traube, diese Zeitechr. 98, 186. 1919. 
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druck an der Zelloberfliche) ist aber abgesehen von anderen 
Faktoren in erster Linie die Art und GréBe der elektrischen Ladung 
entscheidend. 

Es lag uns nun daran, durch Wahl geeigneter Bakterien 
und Desinfizientien in allgemeinerer Weise als es in jener Spezial- 
arbeit tiber die Wirkung der Hydrocupreine usw. geschah, dem 
Desinfgktionsproblem niaherzutreten und hat daher der eine 
von uns, R. Somogyi, eine Reihe von Bakterienversuchen 
ausgefiihrt und deren Ergebnisse in Beziehung gebracht zu 
Oberflachenaktivitats- und Adsorptionsmessungen, die teilweise 
alteren Arbeiten von J. Traube entlehnt wurden’). 

Zu unseren Untersuchungen wihlten wir als Vertreter der 
grampositiven Mikroorganismen den Staphylokokkus und 
als Vertreter der gramnegativen Bakterien das, Bacterium 
coli. Die Methodik der Versuche war die folgende: Auf schriagem 
Agar geziichtete Bakterienkulturen wurden in sterilem destillierten 
Wasser (10 ccm) aufgeschwemmt und es wurden dann in sterilen 
Probierréhrchen 1 ccm der zu priifenden Lésung mit 1 cem der 
Bakterienemulsion vermischt. Man lieB alsdann bei Zimmer- 
temperatur die Lésung eine Stunde bzw. auch 24 Stunden auf 
die Bakterien wirken und priifte darauf durch Abimpfen auf 
Agarplatten, bei welcher Konzentration der wirksamen Lésungen 
eine vollstandige Abtétung der Bakterien erfolgte. In gewissen 
Fallen, wenn es darauf ankam, méglichst konzentrierte Lésungen 
wirken zu lassen, wurden 0,8 ccm der Lésungen mit 0,2 ccm der 
Bakterienemulsion zusammengebracht. Fiir Lésungen, deren 
Oberflichenspannung noch unbekannt war, wurden mit Hilfe 
des Viscostagonometers Messungen jener Konstante herbei- 
gefiihrt. Wir sind Herrn Dr. Langer, dem Vorsteher der Bak- 
teriologischen Abteilung des Kaiserin Augusta-Krankenhauses 
in Charlottenburg, besonders dankbar fiir die Uberlassung der 
Bakterienkulturen und Niahrsubstanzen. 

Die folgenden Tabellen enthalten die Ergebnisse unserer 
Versuche : 


1) Hingewiesen sei an dieser Stelle auf die vortreffliche Arbeit von 
W. Frei, Schweiz. Arch. f. Tierheilk. 1914, H.7, 8 u. 9. Frei hat in- 
dessen bei seinen physikalischen Erérterungen iiber die Desinivktion die 
Oberflichenspannung einstweilen beiseite gelassen, obwohl er die Bedeu- 
tung dieses Faktors sehr wohl erkannte. 
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Bacterium coli. 


Die Abimpfung erfolgte nach einer Stunde. Vermischt wurde 1 ccm 
Bakterienemulsion und 1 com der Lésung. Das Gemisch zeigte die in Spalte 1 
angegebene Normalitat der Lésung. Das Zeichen — bedeutet vollkommene 
Abtétung, die Zeichen +, ++, +-+-+ bedeuten ein mehr oder weniger 
starkes Wachstum. 


Konzentration des 


Gemisches B/, A, Be B/y6 Dis Des S/ias "/s00 Jans "/a20 
Chlorwasserstoffsaure _ —_— — _ + ++ 
Schwefelsiure .. . — _ _ _ + 44 
Ameisensdure . <a _ — ++++4 +++ 
i-Valeriansiure . . . - —+4+ +++ 
Caprylsiure . . tie ef} 
Phenol _ — +++ +++ 
m-Kresol +r —_ — +44 +44 
Kaliumhydrat . _ — —_ — +4 +++ 
Ammoniak.. . + ++ 44+ 44 
nach 24 Stunden . + ++ +4 
Diithylamin .. . 4 _ — _ + 
A ae eee — +++ 444+ 444+ 
Piperidin . .- — oe ‘ails 
PS Sila ek ines + 
| See ara er era + + 


Bei den folgenden Versuchen wurden 0,8 cem der Lésung mit 0,2 ccm 
Bakterienemulsion vermischt. 


Konzentration des Gemisches ‘/,9n /i9n yom yoo 0 
Isoamylalkohol. ...... — + 

tert. Amylalkohol. .... . +++ +44 
Heptylalkohol ....... +++ 
Chiloralhydrat ....... - 

Thymol (gesattigt) .. ... _ 

i AE aaa ++ 

Methylpropylketon .... . +4 

Naphthalin (gesittigt). . . . ++ 

Tertidrer Amylalkohol, Paraldehyd, Methylpropylketon und Naph- 


thalin téteten in den untersuchten Konzentrationen die Bakterien auch 
nach 24 Stunden nicht vdllig ab. 


Staphylokokkus. 


Die Abimpfung erfolgte nach einer bzw. 24 und 48 Stunden. Vermischt 
wurde 1ccm Bakterienemulsion und 1 cem der Lésung. Das Gemisch 
zeigte die in Spalte 1 angegebene Normalitaét der Lésung. 


Konzentration des Gemisches n %/, D/, P/g D/yg —/gg_—B/gg ®/y05™/a00™/ase ™/spe "/ern = /eto/s0ne 
Chliorwasserstoffs. nach 1 Std. _-_ —— = 


Schwefelséure en = _ ar fb 
» » My +++ 
Trichloressigsiure , 1 ,, _ — ~ _-_ —-— sone + +44 
Ameisensaure es ae nce - tee ne a +++4 
” ” 24 ” aa ob +f 
i-Valerianséure L » —-— =—e +++ 
” ” 24 ” _ ao 
Caprylsdure Ry _ _ +++ 
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Konzentration des Gemisches n %/, 0/, ®/, O/,p —D/yg—B/gg B/s 94 2/500 /a5e /a90 ™/ sts 
Phenol nach 1 Std. _-_ = — { 
” ” 24 ” = 
Kaliumhydrat ee _ -+ + f. + ++ 
” o @ iad ++ +++ 
Ammoniak * eee + 4. 1. +4. 
” oe ae th 4 + + + 
Didthylamin e — + +4444 
a» oo - : 
Anilin oS _ + + 
” » &@ + t 
Pyridin » Ly» — +++ 
% i ae + + 
Piperidin » l,- --- ws " bd 
» a 1. f 


Ammoniak wurde noch in folgenden gréBeren Konzentrationen 
untersucht: 


15n 0,75n 0,37n 0,19n 


Nach 1Stunde ++ +++ ++4++4 +++ 
Nach 48 Stunden — 3 en 


Bei den folgenden Versuchen wurden 0,8 ccm der Lésung mit 0,2 ccm 
Bakterienemulsion vermischt. 


gesitt. '/, gesitt. '/, gesdtt. '/, gesitt. */,, gesitt. 
Lésung Lésung Lésung Lésung Lésung 


Benzoesdure nach 1 Std. _ _ + 

Salicylsdiure . -_ _ _ + 

Pikrinsaéure * is a a — 4 
Zimtséure - + 

Diphenylamin gesitt. , 24 ,, eo 

Phenantren ” gi ES gp + 

Urethan a jar + */,. n-Lésung 

i-Amylalkohol a  . +. */,, n-Lésung 

tert. Amylalkohol ~ a + */,. n-Lésung 


In folgenden Tabellen seien zunichst fiir die Siuren die- 
jenigen Konzentrationen zusammengestellt, welche nach einer 
Stunde noch abtétend auf das Bacterium coli sowie 
den Staphylokokkus wirken. Daneben finden sich nach 
friiheren) und jetzigen Untersuchungen von uns mittels Capillari- 
meter und Viscostagonometer in Milligramm die Oberflichen- 


spannungen y= so in mg/mm bei 15°C, indem die Konstante 


fiir Wasser nach friiheren Untersuchungen = 7,30 mg/mm ge- 
setzt wurde. 


1) Traube, Verhandl. d. Deutsch. physikal. Ges. 10, 880. 1908 sowie 
Annalen d. Chemie u. Pharmazie 265, 27 und Somogyi, Intern. Zeitschr. 
f. phys.-chem. Biol. 3, 60. 1916. 
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Konz. nach 1 Stunde 


noch abtétend Oberflachenspannung je 

Bact. coli Staphyl. in mg/mm 
Chlorwasserstoffsiure . ™/,, D/osg 7,30 fiir "/,-Lésung 
Schwefelsiure .... Mg, D/s33 tet. yes. 
Trichloressigsiure .. — Dose 482 ,, */;- 
Ameisensfure .... 2/1, B/ 512 6,84 , 3/,;- 
Ivaleriansiure . . . . /,, D/i6 Gi7 5, Bee 
Caprylsiure .... . ™/s00 ”/ 300 3,47 5, "eso » 
Benzoesiure .... . ~ 1, gesatt. 6,39 ,, 1/, gesatt. Lés. 
Salicylsiure ..... - 1/, gesitt. 6,87 ,, 4/, gesitt. ,, 
mune ke. — nicht abtétend 6,93 ,, gesittigte ,, 
Piktiiure 2... . - 1/, gesitt. 7,30 ,, VW, gesatt. ,, 
I ea ne Fe B/i6 6,12 ,,° */, gesdtt. ,, 
a ene eerie D/ee _ ~ 


Die Tabelle zeigt zunichst, daB bei den hier vorliegenden 
biologischen Vorgingen die Wasserstoffionenzahl zwar auch 
in Betracht kommt, aber wie bei so zahlreichen bio- 
logischen Vorgingen keineswegs der allein maBgebende 
Faktor ist. Es braucht in dieser Beziehung nur auf das Ver- 
halten der ungleich starken Chlorwasserstoffsiure und Schwefel- 
siure gegeniiber dem Bacterium coli oder der Chlorwasserstoff- 
siure und Trichloressigsiure bzw. Schwefelsiure und Ameisen- 
siure gegeniiber dem Staphylokokkus hingewiesen zu werden. 
Ganz unzweifelhaft ist ein zweiter wichtiger Faktor die Ober- 
flachenaktivitat, denn ohne die groBe Oberflichenaktivitat wiirde 
beispielsweise die Caprylsiure schwerlich eine solche Wirkung 
ausiiben. Indessen die Oberflichenaktivitit bedingt nur die 
gréBere Konzentrierung der gelésten Stoffe an den Phasengrenz- 
flachen, besagt aber nichts in bezug auf die GréBe der Adsorption, 
von welcher Quellung, Flockung und Osmose wesentlich bedingt 
werden. Damit im Zusammenhange steht die Tatsache, daB die 
aromatischen Saéuren im Vergleich beispielsweise mit Caprylsiure 
weit starker abtétend wirken, als ihrer Oberflichenaktivitat 
entspricht, folgt doch aus friiheren Untersuchungen von Freund- 
lich und dem einen von uns, da Stoffe der Benzolreihe gegeniiber 
Kohle sehr erhebliche Adsorptionskoeffizienten haben. Die 
folgende einer alteren Arbeit!) entlehnte Tabelle diirfte von 
Interesse sein. 


1) Traube, Verhandl. d. Deutsch. physik. Ges. 10, 901. 1908. 
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Traube brachte 1 g Tierkohle von Merck mit 30 ccm der 
0,25n wasserigen Lésungen bei 16—18° zusammen. Ist a die 
anfingliche Menge des gelésten Stoffes in der Lésung, x die adsor- 
bierte Menge, so ist 2/a — x der Adsorptionskoeffizient. Daneben 
finden sich die capillaren Steighéhen der 0,25 n-Lésungen bei 15°. 
Die SteighGhe des Wassers war 91,5 mm. 

Adsorptions- Cap. Steighéhen 
koeffiz. z/a — x der 0,25n wasser. 
Lés. in mm bei 15° 


Goalie. 2 0,273 90 

Schwefelsiure .... 0,075 89,6 
r-Weinsdure. ... . 0,203 89,6 
Citronensiure .... 0,192 87,75 
Bernsteinsaure . ‘ 0,289 86,7 
Essigsiure. .... . 0,244 85,0 
Chloressigsiure. . . . 0,380 85,0 
Oxyisobuttersiure . . 0,239 78,45 
Propionsiure ... . 0,366 75,75 
Buttersiure..... 0,573 61,3 


Die Tabelle zeigt, daB die Oberflichenaktivitat (bzw. der 
Haftdruck im Wasser) fiir die GréBe der Adsorption an der Kohle 
(den Haftdruck an Kohle) zwar mitbestimmend, aber nicht allein 
ausschlaggebend ist. 


Freundlich’) brachte bei 25°C Kohle mit wasseriger Lésung von 
der Konzentration ¢ = 0,01 Aqu. im Liter zusammen und stellte die von 
1 g Kohle absorbierte Menge z/m der gelésten Stoffe fest. 


x/m Milliaquiv. 


auf 1g Kohle 
MNES SR 0,37 
POO 5 Re ets 0,57 
PS ha aes a see 1,04 
Monochloressigsiure. ...... 0,76 
Dichloressigsiure ........ 0,74 
Trichloressigsiure. ....... 0,66 
MR hee a 0,30 
ee eae eas ea 3,27 
PIR ee eg eee 3,04 
ES, SO a ee 1,30 
I Sn ee gs cha ss wie 0,72 
MU et cn tks bt a ee % 1,86 


Aus der Tabelle ergibt sich gleichfalls, daB die Oberflachen- 
aktivitat die Adsorption des gelésten Stoffes keineswegs allein 


1) Freundlich, Capillarchemie 1909, S. 160. 
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bestimmt. Bemerkenswert sind die hohen Adsorptionskoeffizienten 
von Benzoesiure und Salicylsiure, die zweifellos fiir deren groBe 
desinfizierende Wirkung bedeutungsvoll sind. Pikrinsiure ist 
ein nicht oberflichenaktiver Stoff (vgl. Tabelle w. 0.). Die Adsorp- 
tion ist trotzdem sehr erheblich und die groBe desinfizierende 
Wirkung verdankt die Pikrinsiure offenbar ihrer stark eiweiB- 
flockenden Wirkung. 

Wahrend die meisten Siuren die Bakterien durch ihre stark 
quellenden Fahigkeiten zugrunde richten, kommt fiir einzelne 
Sauren wie Pikrinsiure sowie auch Trichloressigsiure und Sal- 
petersiure deren flockende Wirkung in Betracht. 

SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB nach der obigen Tabelle 
der Staphylokokkus gegen Sauren weitaus weniger 
widerstandsfahig ist als das Bacterium coli, welches 
bekanntlich Sauren hervorbringt. 

Das Verhalten von Basen gegeniiber den untersuchten 
Bakterien ergibt sich aus folgender Tabelle: 

Bact. coli Staphyl. 


abtétend abtétend y= it mg/mm 
nach 1 Stunde nach 24 Stunden nach 1 Stunde nach 24 Stunden bei 16° C 
Kaliumhydroxyd 1/,, — n/, D/e, 7,52 (9/,-Lésung) 
Ammoniak .. ./, (nicht abt.) —_ n/, (nicht abt.) /»,5 (abtét.) 7,26 (2/,- 
Diithylamin . ./, (abtét.) a n/, (abtét.) ee 4,44 (n/,- 
Vi Mi Oxo Jers D/, = n/, ( ” ) n/, ( ” ) 5,05 (B/,- 
Piperidin .... oe a Me( » ) Me ( » ) 488 (/,- 
9 9 os os (nicht abt.) 7. n/, ( ” ) n/, ( ” ) 5,72 (2/,- ” 
se eee 7 mae — My ( w ) 5638 (/- 
Eucupin..... _ _ _— 1: 10000 (abtét.) ont 


Wahrend gegeniiber den Siuren der Staphylokokkus sich 
als weniger widerstandsfihig erwies als das Bacterium coli, ist 
gegeniiber etlichen Basen das Umgekehrte der Fall. 
Jedenfalls ist bei kurzer Einwirkung die starke Base Kalium- 
hydrat wie die oberflichenaktive Base Diaithylamin gegeniiber 
dem Bacterium coli wirksamer als gegeniiber dem Staphylo- 
kokkus. Ein Vergleich von Ammoniak und Diithylamin zeigt 
die Bedeutung der Oberflichenaktivitat, siehe auch Piperidin 
Anilin und Eucupin. DaB eine groBe Oberflichenaktivitat allein 
nicht geniigt, um groBe Desinfektionswirkungen hervorzubringen, 
zeigt das Verhalten der sehr schwachen Base Pyridin. Ein rezi- 
prokes Verhalten von Bakterien gegeniiber Siuren und Basen 
diirfte allgemein vorhanden sein. 

In folgender Tabelle seien die friiher (1. c., Verhandl. d. 
Deutsch. physikal. Ges.) bestimmten Adsorptionskoeffizienten 





Oberflachenspannung 
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von 0,25n wisseriger Lésungen gegeniiber Tierkohle und die 
capillaren Steighéhen (siehe 1. c.) fiir einige Basen zusammen- 
gestellt. 

Cap. Steighdhen 

der 0,25n wasser. 

Lés. in mm bei 15° 


Adsorptions- 
koeffiz. x/a—x 


ES ae sapere ee — 91,5 
omc a oe 0 91,0 
Diithylamin ...... 0,746 68,8 
Ty 0,603 67,5 
Fe ae eee eae 1,252 65,5 


Freundlich bestimmte die GréBe x/m fiir Anilin (Konzen- 
tration wie oben S. 95) = 2,40. Man erkennt auch hier, wie die 
aromatische Base Anilin von Kohle stirker adsorbiert wird als 
man nach ihrer Oberflichenaktivitét erwartén sollte. 

Das Verhalten indifferenter Stoffe gegeniiber dem unter- 
suchten Mikroorganismen ergibt sich aus folgender Zusammen- 
stellung: 


Oberflachenspannung. 

Bact. coli Staphyl. . rhs =e om 

nach 1 Stunde nach 1 Stunde 2 
bei 15° C. 

tert. Amyialkohol .2/, (nicht abtétend) »/, (nicht abtétend) 4,350 (n/,-Lésung) 
i-Amylalkohol . . ."/, (abtétend) oe oe - ) 8,050 (0/,-Lésung) 
Heptylalkohol . . ."/i99 (nicht abtétend) _ 4,14 (®/ie- » +) 
Benzylalkohol. . . _— 0,8 (gesitt. abtétend) 4,56 (gesitt.,, ) 
TRIMO . 4c a 8s 08 (gesatt. abtétend) _ Se ft me ie 


Ein Vergleich der Wirkungen beispielsweise des tertiaren 
Amylalkohols und des i- Amylalkohols zeigten, daB die Oberflachen- 
aktivitit auch bei den indifferenten Stoffen eine Rolle spielt, 
aber der Umstand, daB beispielsweise der stark oberflachenaktive 
Heptylalkohol in ®/,99-Lésung trotz der geringen Oberflaichen- 
spannung keine desinfizierende Wirkung zeigt, laBt erkennen, 
daB eine oberflichenaktive Verbindung nur dann sehr 
wirksam ist, wenn der Verbindung der Charakter einer 
Saiure oder Base innewohnt. Andere wiirden sagen: Wenn 
sie Wasserstoffionen oder Hydroxylionen enthilt, wir aber sagen 
dieses absichtlich nicht'). Fiir Stoffe wie Urethan, Paraldehyd, 
Methylpropylketon und Proprionitril konnte trotz teilweise 
erheblicher Oberflichenaktivitit in der untersuchten Konzen- 
tration (s. Tabelle w. 0.) keine desinfizierende Wirkung nach- 
gewiesen werden. Die folgende Tabelle enthilt die friiher (s. 1. c., 


1) Vgl. die folgende Mitteilung: Nochmals die Wasserstoffionen. 


~ 
‘ 


Biochemische Zeitschrift Band 120. 














ste Rtlncone™ = m0 simp 








98 J. Traube und R. Somogyi: 





Verhandl. d. Deutsch. physikal. Ges.) bestimmten Adsorptions- 
koeffizienten 0,25n wisseriger Lésungen gegeniiber Tierkohle 
und die capillaren Steighéhen bei 15° in mg/mm (Wasser-Steig- 


héhe = 91,5 mm). 


Athylalkkohol ...... 
Aootaldoxim ...... 
Mc ig: ve gy A 


Proprionnitril ...... 
Methylacetat ...... 
Methylathylketon 


Methylpropylketon. . . 
tert. Amylalkohol . . . 
i-Amylalkohol...... 


0,136 
0,289 
0,288 
0,428 
0,405 
0,471 


. 0,330? 


0,543 


. 0,701 
. 0,480 


0,786 


Cap. Steighéhen 
Adsorptions- der 0,25n-Lésung 


koeffiz. x/a—x bei 15°C 


84,0 
83,5 
80,85 
79,35 
77,1 
75,0 
72,85 
62,8 
58,2 
54,5 
37,4 


Man erkennt, bis zu welchem Grade Oberflachenspannung 
und Adsorption parallel gehen. 

Aus allem ergibt sich, daB die weitgehende Parallelitat der 
desinfizierenden Wirkung und der Oberflichenaktivitat, wie sie 
sich in den Arbeiten des einen von uns, Traube (s. w. o.), tiber 
die Hydrocupreine und deren Toxine ergeben hat’), offenbar 
nur dann besteht; wenn man die Wirkung verwandter Verbin- 
dungen, etwa der Amine, Fettsiuren usw. auf Bakterien ver- 
gleicht. Wenn es sich aber um heterogene Stoffe handelt, so kommt 
auBer der Oberflachenaktivitat in Betracht die AdsorptionsgréBe, 
welche keineswegs in allen Fallen der Oberflichenaktivitat 
parallel geht. Von besonderer Bedeutung ist es, ob eine Siaure, 
Base oder ein indifferenter Stoff vorliegt, wissen wir doch, daB 
die Adsorption je nach der elektrischen Ladung des Bacteriums 
hiervon abhaingt und da8 starke Quellungen nur durch Sauren 
oder Basen hervorgerufen werden. Andererseits ist auch auf die 
eiweiBflockenden Wirkungen einiger der untersuchten Stoffe 


Riicksicht zu nehmen. 


Zusammenfassung. 


Im Anschlu8 an friihere Arbeiten wurde durch Versuche am 





Staphylokokkus und Bacterium coli gezeigt, daB, wenn 


1) Vgl. auch Traube, diese Zeitschr. 98, 186. 1919. 
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man von den direkt chemisch wirkenden Desinfizientien absieht, 
im allgemeinen physikalische Krifte fiir die Desinfektionswirkung 
entscheidend sind, wie Oberflichenaktivitaét, Adsorption, das 
elektrische Potential, quellende, flockende und osmotische Wir- 
kungen. Von den zahlreichen Einzelheiten dieser Abhandlung 
sei hervorgehoben, da’ oberflichenaktive Stoffe nur dann eine 
gréBere bactericide Wirkung ausiiben, wenn sie sauer oder 
basisch sind oder Salze bilden, welche Kationen oder Anionen 
abscheiden. Die Feststellung, daB das Bacterium coli gegen 
Basen weniger widerstandsfihig als der Staphylokokkus, der 
Staphylokokkus gegen Siauren dagegen empfindlicher als das 


Bacterium coli ist, diirfte aus kolloid-chemischen Griinden in bezug 
auf die Reziprozitat der Wirkungen von Siuren und Basen eine 
allgemein zutreffende Regel sein. 








st] a rae ae ee Cee re ba te Apa 
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Wirkung von Siauren auf die Hefegirung. 
Von 
R. Somogyi. 
(Technische Hochschule Charlottenburg.) 


(Eingegangen am 27. April 1921.) 


In Ergainzung der vorhergehenden Mitteilung wurde von 
mir die Wirkung einiger Siuren auf die Hefe untersucht. 

Schon friiher haben Neuberg und Czapski') sowie Neu- 
berg und M. Ehrlich*) den Einflu8 verschiedener Siuren auf 
die Umsetzung des Zuckers mit frischer Hefe sowie bei zellfreier 
Giarung eingehend untersucht. Sie haben fiir Essigsiure, Wein- 
siiure, Apfelsiure, Milchsiure, Brenztraubensiure, Ameisensaure, 
Propionsiure, Buttersiure, Valeriansiure und Brenzschleimsaéure 
in genauen Eudiometerversuchen eine giirungshemmende Wirkung 
festgestellt. Das gleiche haben Neuberg und M. Ehrlich fir 
aliphatische und cyclische Alkohole (Methyl-, Propyl-, Isopropyl-, 
n-Butyl-, sek. Butyl-, Amyl-, Allyl-, Cetyl-, Furfur-, Benzyl- 
und Phenylathylalkohol) festgestellt. 

Die Befunde dieser Autoren kann ich durchaus bestiatigen. 

Meine Versuche wurden bei Zimmertemperatur einfach in 
der Weise ausgefiihrt, daB in einer Anzahl der bekannten Apparate 
von Lohnstein, welche fiir Zuckerbestimmungen im Urin in der 
arztlichen Praxis vielfach Anwendung finden, je 0,5 ccm der zu 
untersuchenden Lésung mit 0,5 ccm einer 10 proz. Traubenzucker- 
lésung und 0,5ccm einer 10proz. Reinhefeemulsion gemischt 
und nach bestimmten Zeitintervallen die vergorene Zuckermenge 
aus der Steighéhe des Quecksilbers in Graden der empirischen 
Zuckerskala bestimmt wurden. Die Kontrollbestimmungen und 
die Eichung der Apparate erfolgte, indem die Lésung durch eine 


1) C. Neuberg und L. Czapski, diese Zeitechr. 67, 50. 1914. 
*) C. Neuberg und M. Ehrlich, diese Zeitechr. 101, 267. 1920. 
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gleiche Wassermenge ersetzt wurde. Um die Fehler auszuschalten, 
welche sich aus den Schwankungen der Zimmertemperatur 
ergaben, wurden taglich Kontrollbestimmungen bei gleicher 
Temperatur ausgefiihrt. Die Reinhefe stellte mir in liebens- 
wirdigster Weise Herr Professor Henneberg vom Institut fiir 
Giarungsgewerbe zur Verfiigung'). 

In der folgenden Zusammenstellung finden sich in der ersten 
Spalte die Konzentrationen der Lésungen. Die weiter angegebenen 
Zahlen bedeuten die prozentualen Hemmungen der Girung. 
Die Zahl 66 besagt beispielsweise, daB bei einer Vergiirung von 
100% Zucker mittels reiner Hefe und Wasserzusatz der betreffen- 
den Siurelésung 34° vergoren wurden und somit die Hemmung 


/ 


der Girwirkung durch die betreffende Saiurelésung 66° betrug. 


Prozentuale Hemmungen der Hefegarung. 


Konzentrationen. . . . "/g D/s9 B/iso "/soo "/eso "/e00 "/1500 
Chlorwasserstoffsiure. . 100 . 50 30 — 30 5 
Salpetersiure .... . 75 30 20 10 
Schwefelsiure ..... 60 30 20 0 0 
Ce i ks 90 20 10 0 
Phosphorséure. . . . . 55 25 0 

Wemshure ..... : . 80 50 10 0 
a ere 30 15 10 

Chloressigsiure. . . . . 100 65 30 

Ameisensiure ..... 100 50 40 

Essigsiure. ...... - 100 30 - 0 
Isobuttersiure. .... 100 85 30 10 

Isovaleriansiure ... . 75 30 25 0 
Caprylsiure...... - _ 50 — 


Man erkennt auch hier wieder wie bei so zahlreichen bio- 
logischen Wirkungen der Sauren, daB keineswegs nur die Zahl 
der Wasserstoffionen maBgebend ist. Zweifellos ist auch hier die 
Oberflichenaktivitat ein Faktor, welcher in erheblichem MaBe 
mitspricht, vor allem ferner die Adsorptionsfihigkeit sowie die 
quellenden und flockenden Eigenschaften der Siuren. Man ver- 


1) Vgl. die Mitteilung von Windisch, Henneberg und Dietrich, 
diese Zeitschr> 107, 172. 1920. Die genannten Forscher haben nach einer 
Methode, welche der meinigen vorzuziehen ist, die Wirkung von Amy]l- 
alkohol, Oktylalkohol und Nonylsaure auf die Hefe untersucht und gefunden, 
daB die schidigende Wirkung der Oberflichenaktivitat parallel geht. Fiir 
das Ziel, welches ich verfolgte, geniigte indessen der von mir gewahlte 
Lohnsteinsche Apparat. 
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gleiche auch die Saurereihe, welche Traube und Marusawa!) 
in bezug auf die Keimfahigkeit der Gerste feststellte. Hier erwies 
sich als giftigste Sure die Isovaleriansaure. 

SchlieBlich wurden noch einige Messungen mit dem stark 
oberflachenaktiven i-Amylalkohol und Heptylalkohol und dem 
weniger oberflachenaktiven tertiéiren Amylalkohol ausgefiihrt. 
Die Garungshemmung war fiir i-Amylalkohol in /,,-Lésung 
= 35%, fiir tertiiren Amylalkohol 25%, Heptylalkohol hemmte 
die Garung in "/;,.-Lésungen nur um 10%. Die giarungshemmende 
Wirkung dieser indifferenten oberflichenaktiven Stoffe ist daher 
im Einklang mit den Bakterienversuchen weitaus geringer als 
diejenige entsprechender oberflachenaktiver Séuren. 


Zusammenfassung. 


Die schaidigende Wirkung der Sauren ist nicht allein auf die 
Zahl der Wasserstoffionen zuriickzufiihren, sondern es kommen 
auch die Oberflichenaktivitat sowie die quellenden und flockenden 
Wirkungen der Siauren in Betracht. 





1) Traube und Marusawa, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 
2, 370. 1915. 











Quellung von Fibrin durch Siuren. 
Von 
R. Somogyi. 
(Technische Hochschule Charlottenburg.) 
(Eingegangen am 27. April 1921.) 


Das Studium der Quellungserscheinungen von Kolloiden 
durch Sauren ist nach verschiedensten biologischen wie auch 
technischen Richtungen von Bedeutung. 

Fiir einzelne Sauren wie beispielsweise Salzsiure hat man 
seit langerer Zeit insbesondere der Gelatine gegeniiber die Quel- 
lungskurven in der Abhangigkeit von der Konzentration unter- 
sucht. Es ergab sich dabei ein Maximum der Quellung bei einem 
Saiuregehalt von annihernd 0,02 Mol im Liter. Traube und 
Kéhler’) haben sodann fiir eine gréBere Anzahl von Sauren 
die Quellung der Gelatine untersucht. Es wurde allgemein ein 
solches Quellungsmaximum festgestellt, doch war die GréBe der 
Quellung sehr verschieden. Die Reihenfolge der Saéuren in bezug 
auf die GréBe der Quellung war etwa die folgende: 

Oxalsiure > Chloressigsiure > Chlorwasserstoffsiure > Di- 
chloressigsiure = Weinsiure = Phosphorsiure > Citronensdure 
> Trichloressigsiure > Salpetersiiure > Essigsiure > Schwefel- 
siure > Buttersiure > i-Valeriansiure. 

Ob die Reihenfolge der Saéuren bei nochmaligen Unter- 
suchungen nicht doch irgendwelche Verschiebungen erleidet, mag 
dahingestellt bleiben, sicher ist indessen, da8 Sauren wie Schwefel- 
siure, Trichloressigsiure und insbesondere die oberflachenaktiven 
héheren Fettsiuren weitaus geringere Quellungen erzeugen als 
Chlorwasserstoffsiure, Chloressigsiure, Weinsiure, Phosphor- 
siure usw. 

1) Traube und Kéhler, Intern. Zeitschr. f. phys-chem. Biol. 2, 
62. 1915. 
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Es war nun von Interesse, zu untersuchen, ob sich auch fiir 
andere Kolloide im wesentlichen dieselbe Reihenfolge der Siuren 
ergibt. 

Nach dem, was in der Gerbereitechnik tiber die Saurequellung 
der tierischen Haut bekannt ist, scheint hier im wesentlichen 
dieselbe Quellungsreihe wie fiir Gelatine zu bestehen. 

Zu meinen Untersuchungen wahlte ich auf Veranlassung 
von Herrn Prof. Traube das Fibrin in Form eines leider nicht 
ganz reinen Priparates von Merck. 

Martin Fischer hat in seiner bekannten Studie iiber das Odem 
(Steinkopf, Dresden) nach einer einfachen Methode die Quellung des Fibrins 
durch Chlorwasserstoffsiure, Salpetersiure, Schwefelsiure und Essigsiure 
untersucht!). Die Methodik bestand darin, daB eine bestimmte Menge 
gemahlenen Fibrins mit Wasser sowie Siuren von verschiedener Konzen- 
tration in gleichweiten Reagenzglisern in gleichmaBiger Weise in Beriihrung 
gebracht wurde, und es wurde alsdann nach einer bestimmten Stundenzahl 
die Héhe der gequollenen Fibrinsiule gemessen. 

Bei meinen Versuchen brachte ich stets 4ccm gleich fein 
gemahlenen Fibrins mit 20ccm Wasser bzw. Siaurelésung zu- 
sammen, so da die Fibrinmasse méglichst gleichmaBig mit 
Fliissigkeit durchtrankt war, und stellte nach 24 sowie 48 Stunden 
die Héhe der Fibrinsiule fest. Ein Umriihren der Masse brachte 
keine besonderen Vorteile. 

Die Methode ist roh, und ich sehe daher von der Veréffent- 
lichung der gesamten Zahlentabellen ab, indem nur bemerkt 
werden mag, daB der Gang der Quellung meist fiir verschiedenste 
Konzentrationen der Saiurelésungen von "/,,. bis 2n, 4n und 6n 
untersucht wurde. 


Das Quellungsmaximum wurde fiir verschiedene Sauren’ 


nicht bei derselben Konzentration gefunden, indessen mein 
Fibrinpraparat war nicht rein genug, um jene Konzentrationen 
sowie den Kurvenverlauf scharf genug bestimmen zu kénnen. 
Ich begniige mich daher damit, in folgender Zusammenstellung 
die Maximalhéhen der gequollenen Fibrinsiule in Millimetern 
anzugeben, welche das Fibrin nach 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur erreichte, sofern nicht geriihrt wurde. 


1) Herr Prof. Traube teilte mir mit, da® derselbe Autor nach einem 
Vortrage, welchen er in der Physiologischen Gesellschaft in Berlin vor 
einigen Monaten hielt, auch noch einige andere Séuren untersucht hat. 
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Maximalhohe der 
Fibrinsaule in mm 


ChlorwasserstoffsAure. . . — . . . 70—80 
Salpetersiure ............. 35—40 
Schwefelsture ............. 40—46 
O-DHONDNOMERUTO). «2 bs eee ee 80 
Oxalsaure . 70—8s0 
Milchsaure 75—90 
Bernsteinsaure ....... ni fovea 50 
PR grate se Bere eK 85 
Chioressigsfure. . ... ....+ +e - - W—8 
Ameisensfure ............. 85—95 
Eesigeiure .....2..2.2.2.224-. . S—OO 
en ye ee 50 
Isowalerianedure .......2 sees 40 


Man erkennt im groBen und ganzen dieselbe Reihenfolge 
wie fiir die Gelatine: Chlorwasserstoffsiure, Oxalsiure, Ameisen- 
siiure, Essigsiiure, Chloressigsiiure, Phosphorsiure, Milchsiure 
und Weinsaure quellen sehr stark, Schwefelsiure, Salpetersiure, 
i-Buttersiure, i-Valeriansiure dagegen weitaus weniger. 

Biologisch ist besonders interessant das groBe Quellungs- 
vermoégen der Milchsaure, man denke an die Theorien der Muskel- 
quellung; die starken Quellungen durch A meisensa ure sind ja in- 
folge der Insektenquellung hinlanglich bekannt, und das starke Quel- 
lungsvermégen der Chlorwasserstoffsiaure ist fiir die Vorginge 
im Magen, wie Professor Traube gezeigt hat'), von Bedeutung. 


Zusammenfassung. 


Versuche nach der Methode von Martin Fischer, die 
Quellung von Fibrin fiir eine gréBere Anzahl von Siauren fest- 
zustellen, fiihrte zu dem Ergebnisse, da8 sich im wesentlichen 
dieselbe Reihenfolge ergab wie fiir Gelatine. Sauren wie Chlor- 
wasserstoffsiure, Oxalsiure, Ameisensiure, Essigsiure, Chlor- 
essigsiure, Phosphorsiure, Milchsiiure und Weinsiure ergaben 
starke Quellungen, Schwefelsiure, Salpetersiiure, namentlich aber 
i-Buttersiure und i-Valeriansiure geringe Quellung. 

Von biologischer Bedeutung ist insbesondere das starke Quel- 
lungsvermoégen der Milchsiiure (Muskelquellung), Chlorwasserstoff- 
siure (Quellungen im Magen) und Ameisensiure (Insektenstiche). 


1) Traube, diese Zeitschr. 107, 295. 1920. 








Ein neues Viscostalagmometer zur Bestimmung der 
Oberflichenspannung und Reibung fir Fliissigkeiten 
von verschiedenster Reibung. 


Von 
J. Traube. 


(Technische Hochschule Charlottenburg.) 
(Eingegangen am 27. April 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Das durch beistehende Abbildung dargestellte Viscostalag- 
mometer, hergestellt von der Firma C. Gerhardt in Bonn, ist 
ganz besonders empfehlenswert. 

Es ist ein einfaches Stalagmometer mit 4—5 eingeschliffenen 
Capillarréhrchenaufsitzen von verschiedener Linge und Weite. 
Je nach der Reibung der Fliissigkeit setzt man eines der Réhrchen 
auf das Stalagmometer. Nr. 1 wird fiir Wasser gewahlt, Nr. 4 
bez. 5 fiir Glycerin oder ein zihes Ol, und Nr. 2 und 3 werden fiir 
Flissigkeiten von mittlerer Reibung verwandt. 

Das Viscostalagmometer ist fiir Messungen der Oberflichen- 
spannung wie der Viscositaét gleich gut geeignet. Es hat zuniichst 
den besonderen Vorteil vor dem bisher angewandten Stalagmo- 
metern, daB man durch die Wahl des aufzusetzenden 
Réhrchens die Abtropfzeit bzw. AusfluBzeit so regeln 
kann, wie man es moéchte, dann aber ist es besonders 
wertvoll, daB am eigentlichen Abtropf- bzw. AusfluB- 
apparat eine Capillarréhre vermieden wird und somit 
Verstopfungen ausgeschlossen sind. Endlich erfolgt die 
Reinigung sehr bequem und schnell, indem man Wasser 
usw. mit Hilfe der Pumpe aufsaugt, dann das obere Réhrenstiick 
entfernt, so daB die zur Reinigung benutzte Fliissigkeit schnell 
aus dem Apparate ausflieBt. 
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Fir Viscositatsmessungen kommt noch besonders in 
Betracht, daB man weit vollkommener als mit den gewéhnlichen 
Apparaten der Technik die auf Wasser bezogene Reibungskon- 
stante messen kann. Hat man eine sehr zahe Fliissigkeit, so 
bestimmt man nicht etwa die AusfluBzeit fiir diese 
Fliissigkeit und Wasser mit Hilfe desselben Capillar- ] 
rohrchenaufsatzes, sondern man bestimmt zunichst 
mit Hilfe des engsten Réhrenaufsatzes die relativen 
AusfluBzeiten von Wasser und einer etwa 2fach 
ziheren Standardfliissigkeit. Diese Standardfliissig- | at 
keit wird dann mit Hilfe des zweitengsten Rohrchen- 
aufsatzes mit einer noch zaheren Fliissigkeit ver- 
glichen usf. So kann man leicht durch Multiplikation 
der betreffenden Quotienten die Viscositaét einer sehr 
zahen Fliissigkeit, auf Wasser bezogen, sehr genau 
bestimmen. Erfolgt die Bestimmung der Reibungs- 
konstante bei Temperaturen, welche irgendwelcher 














Zimmertemperatur entsprechen, so geniigt es, wenn 
man fiir Wasser und die Standardfliissigkeiten fiir 
mehrere Zimmertemperaturen ein fiir allemal die 
AusfluBzeiten bestimmt hat. Fir Viscositats- 
messungen bei entfernteren Temperaturen ist der 
Apparat in gréBerer Ausfiihrung mit einem Wassermantel zu 
umgeben. Auf Verlangen liefert die genannte Firma auch diese 
Apparate. 





Abb. 1. 


Zusammenfassung. 


Das Viscostalagmometer!’) stellt einen besonders ein- 
fachen Apparat dar fiir Messungen der Oberflichenspannung 
und Reibung von Fliissigkeiten von sehr verschiedener Zihigkeit, 

1) Das Viscostalagmometer ist nicht zu verwechseln mit dem Visco- 
stagonometer, welches neben dem ersteren Apparate seine Bedeutung behalt. 








Nochmals die Wasserstoffionen. 


Von 
J. Traube. 


(Technische Hochschule Charlottenburg.) 
(EHingegangen am 27. April 1921.) 


Ohne nochmals auf den Ausgangspunkt dieser Betrachtungen, 
die besondere Frage der Art und Weise der Fermentwirkungen’), 
zuriickzukommen, scheint mir die Wasserstoffionenfrage fiir die 
allgemeine physikalische Chemie, wie auch insbesondere fiir die 
biologischen Wissenschaften bedeutsam genug, um meinen Stand- 
punkt hier nochmals darzulegen. 

Meine Betrachtungen mégen ausgehen von den vorhergehen- 
den Mitteilungen von Traube und Somogyi sowie Somogyi. 

Traube und Somogyi stellten fest, daB indifferente, ober- 
flichenaktive Stoffe, wie selbst i-Amylalkohol und Heptylalkohol 
schwache Desinfizientien gegentiber den untersuch ten Bakteriensind. 
Sauren und Basen wirken dagegen weitaus starker desinfizierend. 

Dasselbe, was fiir die Bakterienzelle gilt, trifft auch zu fiir die 
Hefezelle und zahlreiche andere Zellen. 

Erinnert sei an die Versuche von Fiihner und Neubauer?) 
sowie von mir*) iiber die Zerstérung roter Blutkérperchen. Um 
rote Blutkérperchen durch einen so stark oberflichenaktiven 
indifferenten Stoff wie i-Amylalkohol augenblicklich zu zer- 
stéren, bedurfte man einer Konzentration der wasserigen Lésung, 
welche die capillare Steighdhe 49mm ergab, wenn Wasser in 
demselben Capillarrohr auf 91,5 mm stieg. Dahingegen geniigte von 
wasseriger Essigsiurelésung bereits eine minimale Konzentration, 
welche der capillaren SteighGhe —91,0mm entsprach, und fiir andere 
Sauren wie auch Basen ergaben sich ahnliche Konzentrationen. 

Als Ursache fiir die Zerstérung von Zellen kommen nun 


1) Traube, diese Zeitschr. 107, 295. 1920 und L. Michaelis, ebenda 
111, 105. 1920. 

*) Fiihner und Neubauer, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
56, 333. 1907. 

3) Traube, diese Zeitschr. 10, 375. 1908. 
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aber in erster Linie die Quellung und Flockung in Betracht. 
Uber die Quellung gibt uns ja u. a. die vorhergehende Arbeit von 
Somogyi Auskunft. Oberflichenaktive, indifferente Stoffe wirken 
zwar auch quellend'), aber der Quellungsgrad ist unbedeutend gegen- 
tiber den Quellungsmaximis, welche durch sehr geringe Mengen von 
Sauren und Basen eintreten. Der groBe Unterschied, welchen Siuren 
und Basen gegeniiber den indifferenten Nichtleitern in bezug 
auf das Flockungsvermégen zeigen, ist ja hinlinglich bekannt. 

Daf{ Sauren und Basen somit auf Zellen der verschiedensten 
Art in viel héherem Grade zerstérend wirken miissen als im all- 
gemeinen indifferente Nichtleiter, gleichgiiltig ob oberflichen- 
aktiv oder nicht, ist ja hiernach ohne weiteres verstindlich, und 
ebenso ist es verstindlich, daB Saiuren und Basen auch gegeniiber 
den Salzen eine Ausnahmestellung einnehmen. Hier gilt ja die 
Quellungs- und Flockungsreihe von Hofmeister und Spiro; 
wir wissen, dai selbst die quellenden Eigenschaften von Ionen 
wie CNS oder K zuriicktreten gegen Saéure- und Alkaliwirkung, 
daB aber andererseits die Wirkungen auf Zellen groB genug sind, 
um schidigend zu wirken, wenn man nicht gleichzeitig anta- 
gonistisch wirkende Ionen wie SO, bzw. Ca einwirken 1laBt. 

Nun begeht man vielfach den Fehler, wenn man das Wort 
Siure oder Base gebrauchen sollte, das Wort: Wasserstoffion 
bzw. Hydroxylion zu setzen. Das ist nach meiner Ansicht un- 
zulissig. Gewif ist in bezug auf die Quellungs- und Flockungs- 
vorgange sowie die davon abhangigen mannigfaltigen Zerstérungen 
von Zellen die Zahl der Wasserstoffionen bzw. Hydroxylionen 
einer der in Betracht kommenden Faktoren, aber andere Fak- 
toren kommen jedenfalls mit in Betracht. GewiB wire es sebr 
schén, wenn die Dinge so einfach ligen, wie man vielfach an- 
genommen hat, dann ware es angiingig, nach der bekannten Metho- 
dik die Zahl der Wasserstoffionen zu bestimmen, und man hitte 
ein quantitatives MaB der Saiurewirkung. Aber ebenso wie man 
sich in der reinen physikalischen Chemie nach den Untersuchungen 
von Snethlage?) hat iiberzeugen miissen, da fiir die katalytische 

1) Shryver, Proc. of the roy. soc. of London 83, 96. 1910 und 87, 366. 
1914; Traube und Kéhler, Intern. Zeitschr. f. physik.-chem. Biol. 2, 42. 
1915 und Heilbrunn, Biol. Bull. 29, 149. 1915 und 39, 307. 1920. 

2) Snethlage, Inaug.-Diss. Karlsruhe 1913 und Zeitschr. f. physikal. 
Chemie 90, 1. 1915; vgl. meine Bemerkungen diese Zeitschr. 107, 297. 1920. 
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Wirkung der Sauren (Zuckerinversion usw.) nicht nur die Wasser- 
stoffionen, sondern auch in hohem MaBe die Anionen und die 
undissoziierten Molekeln in Betracht kommen, ebenso sind bei 
den biologischen Vorgiingen, wie Zellzerstérung und Katalyse, 
insbesondere auch Fermentkatalyse nicht nur die Wasserstoff- 
ionen, sondern auch die Anionen und die undissoziierten Molekeln 

beteiligt. Und daher scheint es mir nicht richtig zu sein, wenn 
wir in der bekannten Monographie von Michaelis, Die Wasser- 
stoffionenkonzentration, Springer 1914, auf S. 1917 lesen: 

,,Da sich herausgestellt hat, daB fiir alle chemischen und 
biologischen Vorgiinge, die von der Aciditaét der Lésung beeinfluBt 
werden, nur die aktuelle Aciditét (d. h. die durch die Wasserstoff- 
zahl definierte Aciditat) maBgebend ist, so erhellt die iberwiegende 
Bedeutung derselben.“ 

Nach meiner Ansicht ist es viel richtiger, wieder die 
alte Titrationsaciditat und Titrationsalkalitat mehr 
in den Vordergrund der biologischen Betrachtungen 
zu stellen (vgl. meine Ausfiihrungen, diese Zeitschr. 107, 298. 
1920). Man kommt weiter damit, wenn man eine Korperfliissig- 
keit wie das Blut als ein amphoteres Milieu ansieht, welches in 
normalem Zustand und gewissen pathologischen Fillen eine 
recht verschiedene Aciditét und Alkalitat besitzt, als wenn man 
sich mit der Wasserstoffionenzahl des Blutes begniigt. Auf die 
Bedeutung der Oberflichenaktivititstitrimetrischen Methode’) 
wurde bereits hingewiesen. Nach meinen neueren Erfahrungen 
scheint mir allerdings die Verwendung der von Windisch und 
Dietrich (siehe 1. c.) vorgeschlagenen Undecylsiure an Stelle 
der Isovaleriansaure nicht unbedenklich. Die Nonylsaure ist, wenn 
man eine gréBere Empfindlichkeit anstrebt, besser geeignet. 





Zusammenfassung. 


Es wird nochmals darauf hingewiesen, daS man bei bio- 
logischen Vorgingen die Bestimmung der Wasserstoffionenzahl 
allzu sehr in den Vordergrund gestellt hat. Bei der Beurteilung 
der Séiure- und Alkaliwirkung kommen noch andere Faktoren 
in Betracht, die man nicht vernachlissigen darf. 


1) Traube, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 1, 370,u. 389. 1914 
und Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 31, S. 1713; ferner Windisch 
und Dietrich, diese Zeitschr. 97, 35. 1919 und 100, 130. 1919. 

















Experimentelle Beitrige zur Theorie der Narkose. 


Von 


J. Traube und P. Klein. 
(Technische Hochschule Charlottenburg.) 
(Eingegangen am 27. April 1921.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In verschiedenen Abhandlungen') wurde von dem einen von 
uns, J. Traube, eine Theorie der Narkose ver6éffentlicht, welche 
in ihren Grundziigen bekannt sein diirfte. Es wurde darauf 
hingewiesen, daB die Narkotica wie Alkohole, Ather, Ester usw. 
im allgemeinen oberflichenaktiv sind, daB derartige Stoffe ent- 
sprechend dem Prinzip von Gibbs sich an der Phasengrenzfliche 
ansammeln und damit die Chance gegeben ist, daB gerade solche 
Stoffe schnell in die Zellen eindringen. Aber mit dem Nachweise, 
daB solche Stoffe schnell an den Ort ihrer Wirksamkeit gelangen, 
ist natiirlich noch nicht der Narkosevorgang erklirt. Es konnte 
indessen unter Hinweis auf die Arbeiten anderer Forscher?) 
gezeigt werden, daB oberflachenaktive Stoffe die Fiahigkeit 
haben, Oxydationsvorgiinge und andere chemische Prozesse zu 
hemmen, Flockungsvorgiinge zu beschleunigen bzw. herbei- 
zufiihren, ebenso die Quellung zu erhéhen*), vor allem aber auch 


1) Vgl. u. a. J. Traube in Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 276. 1913; 
161, 530. 1915 und 176, 70. 1919; Berl. klin. Wochenschr. 1915, Nr. 14. 

*) Vgl. die Literatur in obiger Arbeit, Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 
276. 1913. 

8) Shryver, Proc. Royal Soc. London 83, 96. 1910 und 87, 366. 1914; 
Traube und Kéhler, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 2, 42. 1915. 
Der von Shryver beim Natriumcholatgel sowie von Traube und Kéhler 
bei Gelatine erbrachte Nachweis, da8 die indifferenten oberflachenaktiven 
Narkotica quellend wirken, wurde in neuester Zeit nach einer recht inter- 
essanten Methode von Heilbrunn (Biol. Bull. 29, 149. 1915 und 39, 307. 
1920) beim lebenden Protoplasma bestatigt. Diese Feststellungen sind sehr 
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die bioelektrischen Potentiale zu schwichen. Oberflachenaktivitat 
und katalytische Beeinflussung gehen im groBen und ganzen 
parallel, ebenso wie Oberflachenaktivitat und osmotische Fahigkeit, 
und es ergab sich so ein einigermaBen abgerundetes Bild einer 
Narkosetheorie, welche ja auch vielfach Anerkennung gefunden 
hat?). 

In den spateren Mitteilungen wurde dann immer mehr der 
Haftdruck an Stelle der Oberflicheriaktivitit in den Vordergrund 
gestellt. Die Oberflichenaktivitaét war nur eine von zahlreichen 
physikalischen Konstanten wie beispielsweise auch die Léslich- 
keitsbeeinflussung, der Dampfdruck usw., welche es erméglichten, 
den Haftdruck zu bestimmen. In Fillen wie beispielsweise bei 
Chloroformlésungen, wo die Messung der Oberflichenaktivitat 
versagte, aus Griinden, auf welche niher eingegangen wurde’), 
ward darauf hingewiesen, da es sich auch bei derartigen Narko- 
ticis par excellence um Stoffe von sehr geringem Haftdruck am 
Wasser handle, die das Bestreben haben, sich nach Gibbs’ Prinzip 
schnell in der Oberfliche anzusammeln und dementsprechend 
schnell in die Zellen einzudringen. Nun ist aber neuerdings von 
verschiedenen Seiten darauf hingewiesen worden, daf eine groBe 
Klasse von Verbindungen, und zwar vor allem die eigentlichen 
Halogenalkyle wie Tetrachlorkohlenstoff, Perchlorathan usw. 
sowie die Kohlenwasserstoffe wie Amylen, Benzol usw. und zahl- 
reiche andere Verbindungen in klarer wasseriger Losung eine erheb- 
liche himolytische und narkotische Wirksamkeit entfalten, obwohl 
bei stalagmometrischen und viscostagonometrischen Messungen 
sich Konstanten ergeben, welche sich von derjenigen des Wassers 
gar nicht oder auBerst wenig unterscheiden. 


wichtig in Hinsicht auf die von Traube bekampfte Ansicht von Héber u.a., 
wonach das Wesen der Narkose auf eine Permeabilitétsverminderung 
zuriickzufiihren sein soll, wihrend der eine von uns, Traube, auf Grund der 
quellenden Wirkung der oberflachenaktiven Stoffe gerade das Gegenteil 
annimmt (siehe |. c.). — Auf die neueren Ausfiihrungen des Herrn Knaffl- 
Lenz in dieser Zeitschr. 105, 88. 1920, zur Narkosetheorie soll nicht naher 
eingegangen werden. Herr Knaffl-Lenz macht sich die Kritik anderer 
Arbeiten etwas leicht auf Grund von Versuchen, die héchst angreifbar 
sind. Es sei hingewiesen auf die Ausfiihrungen Traubes, Arch. f. d. 
ges. Physiol. 176, 72 u. f. 1919. 

1) Vgl. Winterstein, Die Narkose. Springer, Berlin 1919. 

*) Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 307. 1913. 
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Der eine von uns, J. Traube, gibt gern zu, daB er bei einem 
Stoffe wie etwa Tetrachlorkohlenstoff infolge der mangelnden 
Oberflaichenaktivitat der wisserigen Lésung angenommen hatte, 
da8 ein derartiger Stoff in Wasser so gut wie unléslich sei. Diese 
Annahme war aber nicht mehr aufrechtzuerhalten, nachdem von 
Joachimoglu!) sehr erhebliche hamolytische Wirkungen wisse- 
riger Chlorkohlenstofflésungen und, wie mir von demselben For- 
scher sowie auch von H. Fiihner?) mitgeteilt wurde, auch er- 
hebliche narkotische Wirkungen herbeigefiihrt wurden. 

Daher mufte Wasser auch derartige Stoffe gelést enthalten, 
und es gelang uns zunichst mit Hilfe von Lenards Methode 
der Zerstiubungselektrizitat?) diesen Nachweis zu fiihren. Hier- 
uber soll aber erst spiiter berichtet werden. 

Wenn aber Chlorkohlenstoff in Wasser gelést war, so lag der 
xedanke nahe, daB eine durchsichtige, dem bloBen Auge 
verborgene Emulsion von Amikronen bzw. Submikro- 
nen vorlag. 

Der eine von uns, Traube, erinnerte sich an altere Versuche, 
welche von ihm mit Alkaloiden ausgefiihrt worden waren‘), welche 
diese Hypothese nahelegten. Frisch hergestellte wiisserige 
Atropinlésung zeigte eine starke Oberflichenaktivitat, erhebliche 
Giftwirkung und zahlreiche winzige Submikronen mit schnellster 
Brownscher Bewegung. Altere Lésungen zeigten die Oberflichen- 
spannung des Wassers, eine ganz minimale Giftwirkung und nur 
groBere unbewegliche Submikronen. Ein Tropfen Alkali machte 
den ProzeB reversibel. Die VergréSerung der Teilchen fiihrte 
somit zur Oberflacheninaktivitat. Ganz entsprechende Beobach- 
tungen machten Windisch und Dietrich®) bei héheren Fett- 
siuren, wie Nonylsiure, Caprinsiure und Undecylsiure. Auch 
hier gab es cine oberflichenaktive und oberflicheninaktive Form 
der Fettsiure. Die oberflicheninaktive Siure konnte oberflichen- 
aktiviert werden durch Zusatz einiger Tropfen Salzsiure. 

Es war danach sehr wohl méglich, da8 derartige indifferente 


1) Joachimoglu, diese Zeitschr. 103, 243. 1920. 

*) Siehe die Anmerkung am Schlusse dieser Mitteilung. 

3) Vgl. dariiber J. Traube, Ann. d. Physik 62 (IV), 165. 1920. 

4) Traube, diese Zeitschr. 42, 470. 1912 sowie Traube und Onodera, 
Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 1, 35. 1914. 

5) Windisch und Dietrich, Kolloid-Zeitschr. 26, 193. 1920. 


” Biochemische Zeitschrift Band 120. 8 
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Narkotica wie Chlorkohlenstoff, Chloroform usw. in der wisserigen 
Lésung in Form von Submikronen enthalten waren, doch war es 
von vornherein fraglich, ob hier dasselbe gelingen wiirde wie bei 
Basen und Saéuren. Das ist in der Tat auch nicht gelungen!), aber 
es gelang uns mit voller Sicherheit den Nachweis zu 
fiihren, daB alle die hier in Betracht kommenden 
Narkotica, die Halogenalkyle, Kohlenwasserstoffe, 
Schwefelkohlenstoff usw. als kolloide Teilchen in 
Wasser verteilt sind. 


Versuche mit dem Tyndallkegel. 

Dieser Nachweis erfolgte zunaichst durch Versuche mit Hilfe 
des Tyndallkegels, welche ebenso wie die weiter unten beschrie- 
benen ultramikroskopischen Versuche von dem einen von uns, 
P. Klein, ausgefiihrt wurden. 

Die folgende makroskopische Methode erwies sich als zweck- 
maBig. 

Das Licht einer Bogenlampe wurde durch 3 in Abstanden von etwa 
3 mm iibereinander befindlichen kreisrunden Durchbohrungen einer schwar- 
zen Pappe auf die in einer Flasche mit planparallelen Wanden befindliche 
Fliissigkeit geworfen. Die Durchbohrungen hatten die Durchmesser 3, 13/, 
und 3/,mm, so daB 3 Tyndallkegel entstehen konnten. Die Beobachtung 
erfolgte zweckmaBig nicht in Richtung der Lichtstrahlen, sondern senkrecht 
dazu. Es zeigte sich nun, daB bei einer véllig optisch leeren Fliissigkeit 
tiberhaupt kein Kegel sichtbar war. Das destillierte Wasser, auch von uns 
benutztes elektrisches Leitfihigkeitswasser, zeigte meist eine ganz schwache 
Andeutung des Kegels mit gré8tem Durchmesser. Diejenigen Stoffe, welche 
nach der folgenden Tabelle einen schwachen, aber deutlich sichtbaren Kegel 
erzeugen, sind solche, bei denen die beiden Kegel mit breiterer Basis in 
scharfen Umrissen sichtbar waren, der Kegel mit schmalster Basis aber gar 
nicht oder nur in ganz undeutlichen Umrissen sichtbar war. Starke Kegel 
ergaben diejenigen Stoffe, welche simtliche 3 Kegel in scharfen Umrissen 
bei seitlicher Ansicht zeigten. Es wurden nur reinste Kahlbaumsche Prapa- 
rate verwandt. Die schwerléslichen Salze wurden von uns, wie an anderer 
Stelle dargelegt werden soll, so gereinigt, da8 Unreinheiten den Tyndall- 
effekt nicht beeinfluBten. Damit die Wirkung von Unreinheiten nach 
Méglichkeit ausgeschaltet wurde, untersuchten wir einerseits nur sehr 
verdiinnte Lésungen, andererseits wurden nur solche Fiiissigkeiten in 
Wasser gelést, welche als solche keinen Tyndallkegel ergaben. 


1) Mittlerweile gelang es, stark milchige Emulsionen derartiger Stoffe 
herzustellen, welche einen stalagmometrischen Ausschlag ergaben. Vgl. 
dariiber die demnachst erscheinende ausfiihrliche Mitteilung in der Zeitschr. 


f. Kolloide. 























115 


Experimentelle Beitrage zur Theorie der Narkose. 


Wir fiigen in folgender Tabelle den Narkoticis eine Anzahl anderer 
Stoffe hinzu, um die von uns festgestellte, fiir die Kolloidlehre wie Biologie 
gleich beachtenswerte GesetzmaBigkeit in weiterem Umrisse zu zeigen, 
wobei allerdings auf die an anderer Stelle erscheinende eingehendere Dar- 
stellung hingewiesen wird. 


Tyndallkegel. 

Starke Kegel Schwachere Kegel Keine Kegel 
Konzentr. Kouzentr. Konzentr. 
in Gew.°/, in Gew. °/, in Gew. °/, 

Tetrachlorkoh- Pentan . . gesitt. i-Amylalkohol . 0,1 
lenstoff . . gesitt. Thymol ... Pe Paraldehyd . . 0,2 
Perchloraithan . ais m-Kresol . 0,2 Propylacetat . 0,1 
BM ck Ge Benzoesiure . gesitt. Pyridin. . . . 0,2 
Benzol « GO) Capronsaure 0,1 Buttersiure . . 0,1 
Amylather « OZ Fumarsaure. . gesaitt. Chloressigsiure 0,2 
Heptylalkohol . 0,05 Adipinsiure. . 0,7 Oxalsiure ... — 

Benzylalkohol . 0,2 Hydrozimtsaure 0,2 

Salicylsaures Calciumsulfat . gesatt. 
Methyl . . . gesatt. Bleisulfat. .. 

Schwefelkohlen- Silberchlorid. . 
WEEE! oso 8 % i Calciumoxalat . 

Anilin 0,3 

Chinolin. . . . 0,2 

Caprylsiure . . 0,05 

Nonylsiure . . 0,025 

Undecylsiure . gesitt. 

Olsiure. . . . 

Salicylsiure . . 

Silberbichromat 

Calciumphosph. - 

Bariumcarbonat __,, 


Es zeigte sich allgemein: da8B simtliche Stoffe, weiche 
in Wasser schwer léslich sind, darunter auch die Nar- 
kotica, wie die Halogenalkyle, Kohlenwasserstoffe, Schwefel- 
kohlenstoff usw., zum mindesten teilweise, soweit nicht 
ausschlieBlich in Form von Amikronen und Submikro- 
nen gelést sind. Eine Lésung von Chlorkohlenstoff in Wasser 
ist eine mit bloBem Auge unsichtbare Emulsion lediglich von 
Submikronen und vielleicht nicht einmal Amikronen, denn waren 
Amikronen oder gar molekulardisperse Teilchen vorhanden, so 
wiirde die Lésung bei der stalagmometrischen Untersuchung 
sich als oberflichenaktiv erwiesen haben. Dieser Schlu8 wird 

g* 
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durch die weiter unten beschriebenen Versuche mit Nonyl- 
siure sowie die Untersuchungen in bezug auf Gibbs’ Prinzip 
nahegelegt. 


Ultramikroskopische Untersuchungen. 


Diese Versuche wurden mit einem guten Leitzschen Spiegel- 
kondensor ausgefiihrt und bestatigten nicht nur unsere Schliisse 
auf Grund der Tyndallkegelversuche, sondern erweiterten dieselben 
in erheblichem MafBe, insofern als es bei diesen Versuchen 
auch méglich war, konzentrierte wasserige Lésungen von 
Narkoticis wie anderen Stoffen zu untersuchen. Die Versuche 
fiihrten zu dem iiberraschenden Ergebnis, daB beispielsweise 
in gesdittigter vollig klarer Lésung voni- Amylalkohol, 
Oktylalkohol, i- Buttersaiure, Anilin, Toluidin, Xyli- 
din, m-Kresol usw. Hunderte von Submikronen mit 
lebhafter Brownscher Bewegung sich dahinbewegten 
und nicht nur in gesattigter Lésung! Der Satz, wonach 
samtliche in Wasser schwer léslichen Stoffe in kolloider 
Form zum mindesten teilweise gelést sind, ist insofern 
zu erweitern, als auch Stoffe mit beschrankter Léslich- 
keit in Wasser wie Amylalkohol, Anilin, Isobutter- 
siure in konzentrierten Lésungen in Form von Sub- 
mikronen und Amikronen gelést sind. 

Im einzelnen sei folgendes bemerkt: Eine gesattigte vollig 
klare Lésung von Chlorkohlenstoff zeigte noch nach 2 Tagen 
inmitten des Priparats in 100 Quadranten 100 auBerst kleine, 
schnell bewegliche Submikronen; etwa dieselbe Zahl wurde bei 
einer gleichaltrigen gesittigten Chloroformlésung gezihlt. Be- 
merkenswert war es, mit welcher ganz auBerordentlichen Schnellig- 
keit sich die Chloroformsubmikronen nach der Grenze des Deck- 
glases zu fortbewegten (siehe w. u.). 

Gesittigte Lésungen von Isoamylalkohol sowie Oktylalkohol 
zeigten etwa 300—500zum Teil auBerst kleine, schnell bewegliche 
Submikronen! Eine */, gesittigte Isoamylalkohollésung enthielt 
noch 200 Submikronen, und in einer zur Hilfte gesittigten Iso- 
amylalkohollésung waren noch 15—20 Submikronen in 100 Qua- 
dranten sichtbar, wiihrend die in der 1/, gesittigten Lésung noch 
sichtbaren 2—4 Submikronen auf Verunreinigungen zuriickzu- 
fiihren sein kénnten. 
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Besonders bemerkenswert waren die Untersuchungen mit 
Stoffen der Benzolreihe, wie Benzol, Anilin, o-Toluidin, m-Xylidin, 
m-Kresol usw. In gesittigten Benzollésungen waren 200—300 
kleine, schnell bewegliche Submikronen in 100 Quadranten sichtbar, 
und ebenso war das in Benzol geléste Wasser kolloidal: 
Etwa 100 auBerst winzige Teilchen in 100 Quadranten bewegten 
sich mit groBer Geschwindigkeit im Gesichtsfelde! Ein prichtiges 
Sternenmeer von 500—800 gréBeren und kleineren Teilchen 
wanderte unter lebhaftester Bewegung in gesiittigten Lisungen 
von Anilin, o-Toluidin, m-Xylidin sowie m-Kresol im Gesichts- 
felde einher, und ganz zweifellos diirfte die starke Adsor ptions- 
fahigkeit gerade derartiger Stoffe der Benzolreihe an Kohle usw. 
mit dem hochkolloiden Zustande dieser Stoffe zusammenhingen, 
denn kolloide Teilchen eines Stoffes erhéhen die Adsorption infolge 
ihrer nachherigen Verteilung in kleinere Teilchen starker als mole- 
kulardisperse Teilchen. Auch wisserige Lésungen von Stoffen wie 
Chinolin, Benzoesiure usw. erwiesen sich als kolloidal. 

Kin besonders interessantes Kapitel bilden die Fett- 
saiuren : 

Wiahrend eine 2proz. wisserige Lésung von i-Buttersiure 
weder im Tyndallkegel noch Ultramikroskop kolloide Teilchen 
erkennen lieB, zeigte eine gesittigte Lésung der Saure eine Teilchen- 
zahl von 10—15 Teilchen inmitten des Deckglases in 100 Qua- 
dranten (vgl. w. u.); bei Caprylsiure wurden 20 Teilchen, bei 
gesittigter Nonylsiurelésung 200 Teilchen beobachtet und bei 
einer geklirten Olsiurelésung sogar 600—800 kleine, schnell 
bewegliche Teilchen. Es zeigte sich ferner in Ubereinstimmung 
mit den Ergebnissen von Windisch und Dietrich (siehe 1.c.), 
da8 derartige Siuren wie Nonylsiiure und Undecylsiure aus einer 
oberflichenaktiven und oberflicheninaktiven Form bestehen. 
Eine erhebliche Oberflichenaktivitaét wird nur durch die kleinen 
Teilchen herbeigefiihrt, d. s. die molekulardispersen Teilchen, 
vielleicht auch durch Amikronen; da wo eine nicht allzu grofe 
Zahl von Submikronen vorhanden ist, erscheinen die Lésungen 
oberflicheninaktiv. Kataphoretische Versuche fihrten zu 
dem Ergebnis, da8 die kolloiden Teilchen zur Anode 
wanderten, aber in derselben Richtung wanderten 
auch kolloide Basen, wie Anilin, Toluidin und X ylidin! 
Ein fast paradox erscheinendes Ergebnis, vergleichbar mit der 
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bekannten Tatsache, daB kolloide Metalle und Metalloide wie 
Schwefel gleiche Ladung besitzen. 

Nur einige besonders charakteristische Versuche mit Nony]- 
siiurelésungen mégen hier mitgeteilt sein. 





Eine 0,05 proz. nicht ganz gesittigte, véllig klare Nonylsdurelésung 
wurde bei 220 Volt und 0,1 Ampere 2 Stunden lang kataphorisiert. Die 
Kathodenfliissigkeit war véllig klar und 
zeigte einen kaum merklichen Geruch, 
die Anodenfliissigkeit war stark triibe 
und roch intensiv. In einem Stalagmo- 
meter, welches fiir Wasser die Trop- 
fenzahl 45,4 ergab, zeigte die Kathoden- 
fliissigkeit fast dieselbe Tropfenzahl 
45,2, dagegen die Anodenfliissigkeit die 
Tropfenzahl 95,4, wahrend die nicht- 
kataphorisierte Flissigkeit die Tropfenzahl 90,8 ergeben 
hatte. Ultramikroskopisch enthielten beide kataphori- 
sierten Lésungen nur 4—8 groBe bewegliche Submikronen 
in 100 Quadranten, die nichtkataphorisierte Fliissigkeit 
dagegen etwa 200. Der anfangliche Gedanke, daB die 
Kathodenfliissigkeit keine Nonylsaiure enthielt, war falsch. 
Denn beim Zusatz von 2—3 Tropfen 0,1 n-Salzsaure zu 
10ccm Fiiissigkeit zeigte die Kathodenfliissigkeit die 
Tropfenzahl 91,5! Und mehrere 100 schnellbeweglicher, 
sehr kleiner Submikronen wurden sichtbar. Das, was 
bei indifferenten Narkoticis bisher nicht gelang, gelang 
hier: eine Zertriimmerung der oberflacheninaktiven gréBe- 
ren Submikronen in kleinere oberflachenaktive Submi 
kronen, Amikronen und molekulardisperse Teilchen. 





Eukupinvtoxin 





Diese Zertriimmerung grdBerer in kleinere 
Teilchen wurde in Zusammenhang mit obigem 
Versuche noch ersichtlicher durch eine zweite 
2stiindige Kataphorese einer dieses Mal véollig 
gesiittigten, ein wenig triiben Nonylsdurelésung. 
Nach beendeter Kataphorese zeigte im Gegensatz 








tAmylalkohol ~—~_ ym ersten Versuche, obwohl auch hier eine Klarung 
der Kathoden- und Triibung der Anodenfliissigkeit stattgefunden 
hatte, die Kathodenfliissigkeit im Stalagmometer die Tropfenzahl 
97,7, die Anodenfliissigkeit 94,2 und nicht die kataphorisierte 
Flissigkeit 100,0 Tropfen; ultramikroskopisch waren in 100 Qua- 
dranten der Kathodenfliissigkeit 100—150 kleine, schnell beweg- 
liche Teilchen und in der Anodenfliissigkeit 150—200 kleine, schnell 
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bewegliche Teilchen sichtbar. Nach Zusatz von einigen Tropfen 
0,1 n-Salzsiure verschwanden diese Teilchen in der Kathoden- 
fliissigkeit, die kleinen Submikronen wurden zu Amikronen und 
molekulardispersen Teilchen zertriimmert. Also bei dem ersteren 





Versuche bewirkte die Salzsiure eine Zertriimmerung groBer Sub- 
mikronen zu vorwiegend kleineren Submikronen, bei dem letzteren 
Versuche eine Zertriimmerung kleiner Submikronen zu Amikronen 
und molekulardispersen Teilchen. 

Gibbs’ Prinzip. 

Gelegentlich seiner zahlreichen ultramikroskopischen Be- 
obachtungen bemerkte der eine von uns, P. Klein, daB gewisse 
Stoffe, welche in wiasseriger Lésung inmitten des Deckglases 
zunachst Hunderte von Teilchen gezeigt hatten, allmihlich immer 
weniger Teilchen erkennen lieBen, und man konnte deutlich fest- 
stellen, daB die Teilchen mit einer mehr oder weniger groBen 
Geschwindigkeit an die Grenzfliche der wisserigen Lésung und 
des Cedernéls gewandert waren, um sich dort zu konzentrieren. 

Die beistehenden Abbildungen ergeben ein sorgfiltig her- 
gestelltes Bild, in welcher Weise eine sehr stark oberflichenaktive 
Substanz wie Eukupinotoxin') und eine etwas weniger stark 
oberflichenaktive Substanz wie i-Amylalkohol sich verteilt hatten. 
Die beiden Abbildungen sind auf Zentimeterpapier angefertigt, 
wobei 1 Quadrat 4 Quadraten der Mikrometerskala bei 800facher 
VergréBerung entspricht. 

Indem auf die ausfiihrliche Arbeit hingewiesen wird, mége hier 
die folgende kleine Tabelle — nur auszugsweise wiedergegeben — 


genigen: 
Teilchenzahl in 100 Quadranten 
sogleich nach etwa 20 Min. " 
Konzen- nach Dar- an d. Grenz- BewegungsgriBe der 
tration stenungdes ™ 4r ache v. OI Teilchen 
Praparates itt und Wasser 
i-Amylalkohol ... gesdttigt 300—500 100 500—600 sehr klein, schnell bewegt 
Oktylalkohol .... “ 800—500 300 1500—2000 winzig, schnell bewegt 
Tetrachlorkohlenstoff mS _ 100 500 klein, schnell beweglich 
Chloroform. .... s 100 0 2000 unbewegl. winzig, auBerordentlich 
werdend geschwind 
rae ae 0,25 n oa 8—5 800—400 sehr klein, schnell bewegt 
o-Toluidin ..... gesattigt 500—600 400—500 800—900 sehr klein, schnell bewegt 
Ramya ws - 800—1000 800 mehr als 2000 klein, schnell beweglich 
Giipolin « . . 1. 0,2 % a 1—2 200 winzig, schnell bewegt 
i-Buttersiure.... gesdttigt _ 10—15 800—500 klein, schnell beweglich 
| = 500—600 400—500 1000—1500 sehr klein, schnell bewegl. 


1) Vgl. Traube, diese Zeitschr. 98, 197. 1919. 
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Gibbs’ Prinzip zeigt sich somit experimentell be- 
stitigt, indem sich oberflaichenaktive Stoffe an der 
Phasengrenzfliche von Ol und Wasser wie auch Luft 
und Wasser ansammeln, und das Konzentrations- 
gefalle der sichtbaren Teilchen erwies sich in der Tat 
um so gréfBer, je oberflaichenaktiver der betreffende 
Stoff ist (s. die Abbildung). Der Isoamylalkohol ist weit weniger 
oberflichenaktiv als das Eukupinotoxin. 

Bei oberflacheninaktiven Stoffen wie Kongorot, Azoblau, 
Kieselsiure, Mangandioxyd, Silberbichromat erfolgt keine An- 
reicherung an der Oberfliche. Bei Gold und Aluminiumhydroxyd 
konnte sogar das umgekehrte Phiinomen beobachtet werden: 


; eine Flucht der Teilchen von der Grenz- 
NO \ \\ ' fliche Ol-Wasser nach der Mitte der Fliissig- 
a \Y AN \ \’ 


LAA QAS _ keit hin. 

AX UWS WN \ 

ay i AN Ni Eine Wanderung der Submikronen in 
eS ale RO sy 

Grae, \ 


das Cedernél hinein wurde in keine m Falle 
NOY festgestellt, wie das ja auch durchaus 
verstaindlich ist, dahingegen gibt die 
anbei befindliche Abbildung 2 einen Ver- 
such wieder, bei welchem in die Mitte des 
Deckglases ein Tropfen gesattigter Xylidin- 
lésung und ringsherum etwas Lecithin an- 
gebracht wurde. Ein Strom von Teilchen 
in Form einer Gibbsschen Schicht bewegte 
sich an der Lecithinoberfliche entlang, 
eine erhebliche Anzahl aber drang in das Lecithin ein, indem 
die Teilchen sich an demselben Orte hin und her bewegten und 
bei weiterem Eindringen in das Lecithin wurden die Teilchen all- 
mihlich immer unbeweglicher. 

Nunmehr kann eine klare Antwort auf alle die 
Einwainde gegeben werden, welche infolge der schein- 
baren Oberflacheninaktivitat von Chlorkohlenstoff, 
Chloroformlésungen usw. gegen die Traubesche Theorie 
der Narkose erhoben worden sind. 




















Abb. 2. 


Ander Grenzflache von Luft-Wasser scheinen der- 
artige Lésungen oberflacheninaktiv, weil nur gréBere 
Submikronen vorhanden sind und die Verteilung 
an der Oberfliche daher weitaus geringer ist, als 
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bei molekulardisperser Verteilung. Die Anrei- 
cherung der Teilchen nach Gibbs wurde in allen 
Fallen beobachtet. 


Flockung von Eiwei8 und anderen Kolloiden durch Narkotica. 


Nach den bekannten Untersuchungen von Moore und 
Roaff!), Battelli und Stern?), sowie Warburg und Wiesel) 
wiirde man anzunehmen haben, da Kolloide wie insbesondere 
EiweiBstoffe sowie auch Lecithin durch oberflichenaktive Nicht- 
leiter geflockt werden, andererseits folgt aus den Arbeiten von 
Duin und Kruyt, sowie namentlich von Freundlich und 
Rona‘), daB durch oberflichenaktive Nichtleiter eine Sensibilisie- 
rung der Salzflockungen stattfindet. Freundlich und Rona 
sprachen die Vermutung aus, daB es sich bei der Flockung der 
Nucleoproteide durch oberflaichenaktive Nichtleiter nach Battelli 
und Stern wohl nur um eine Sensibilisierung handle und uns 
selbst scheint es, daB diese Forscher zum Teil recht haben. Ebenso 
ist O. Meyerhoff’) der Meinung, daB auch bei den von War- 
burg und Wiesel untersuchten EiweiBflockungen nur eine solche 
Sensibilisierung in Betracht komme. 

Die Frage, ob auch bei AusschluB von Salzen durch Nicht- 
leiter eine Kolloidflockung stattfinden kann, wird hiernach als 
nicht bewiesen angesehen und doch ergeben die folgenden an 
dieser Stelle nur ganz kurz erwihnten Ausfiihrungen, daB ganz 
allgemein Kolloidsole von Emulsoiden und Suspen- 
soiden ebenso wie Suspensionen durch oberflachen- 
aktive Nichtleiter auch bei Abwesenheit von Salzionen 
geflockt werden, indessen nur dann, wenn die Nichtleiter in 
solcher Menge zugesetzt werden, daB die Sattigung der Lésung 
tiberschritten wird. Wenn man beispielsweise ein reines Arsen- 
sulfidsol oder Albuminsol mit soviel i-Amylalkohol versetzt, daB 
i-Amylalkoholtrépfchen sich ausscheiden, so erfolgt eine irre ver- 
sible Flockung des Arsensulfid- bzw. Eiweifsols, indem die 
Arsensulfid- bzw. Eiweiffléckchen nicht etwa vom i-Amylalkohol 


1) Moore und Roaff, Proc. Roy. Soc. 77, 86. 1906. 

2) Battelli und Stern, diese Zeitschr. 52, 226. 1913. 

3) Warburg und Wiesel, Arch. f. d. ges. Physiol. 144, 465. 1912. 
4) Freundlich und Rona, diese Zeitschr. 81, 87. 1917. 

5) Meyerhoff, diese Zeitschr. 86, 325. 1918. 
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umhiillt werden, sondern die i-Amylalkoholtrépfchen adsorbieren 
an der Phasengrenzfliche zur wisserigen Lésung die Arsensulfid- 
bzw. EiweiBflocken. Der eine von uns, J. Traube, hatte diese 
Feststellungen zunichst bei Suspensionen von Kohle und Schwefel 
gemacht und der andere, P. Klein, zeigte alsdann, daB diese 
Flockung durch oberflichenaktive Nichtleiter auch bei gelésten 
Kolloiden statthat!). Im allgemeinen zeigt sich, daB die Flockungen 
bei um so geringeren Konzentrationen erfolgen, je oberflichen- 
aktiver die betreffenden Nichtleiter zind. Nichtleiter, welche in 
jedem Verhiltnis in Wasser léslich sind, wie etwa Propylalkohol, 
wirken nicht flockend; flockend wirken nur solche oberflichen- 
aktive Nichtleiter, welche wie i-Amylalkohol usw. beschrinkt 
loslich sind. Da nun in gesiittigter und iibersittigter Lésung die 
oberflachenaktiven Nichtleiter (siehe w. 0.) in Form von Sub- 
mikronen und Amikronen enthalten sind, so handelt es sich hier 
um eine Flockung durch kolloidale Nichtleiter und zwar u. a. 
auch durch indifferente Nichtleiter! 

Denkt man nun an die Anreicherung dieser Nichtleiter- 
amikronen und -submikronen an den Phasengrenzflichen der 
Zellen nach Gibbs Prinzip, so ist es unzweifelhaft, da8 auch 
im Organismus die Narkotica derartige Flockungen herbeifiihren. 
Und hierbei ist es besonders bedeutungsvoll, daB diese Flockungen 
irreversibel sind. Sind die Narkoticummengen nicht zu groB, 
so wird ja die Schidigung der Zellen durch derartige Flockungen 
einigermafBen ausgeschaltet werden kénnen, bei gréBeren Mengen 
von Narkoticis wird aber die Schidigung eine dauernde und ‘so 
diirfte auf derartige Flockungen in erster Linie die nachteilige 
und eventuell tédlich verlaufende Wirkung der Narkotica zuriick- 
zufiihren sein. Die Sensibilisierung durch Salze ist nicht so zu 
erkliren, wie dies von Freundlich und Rona geschieht, 
sondern dieselbe ist nach unserer Ansicht einfach darauf zuriick- 
zufiihren, daB die Oberflaichenaktivitaét der oberflichenaktiven 
Nichtleiter bei Gegenwart von Salzen zunimmt (der Haftdruck 
abnimmt) und dementsprechend wird auch die Adsorption ver- 
groBert. 


1) Hierbei mu8B der Nichtleiter z. B. in alkoholischer Lésung zu- 
gefiigt werden, um eine zunichst kolloidale Verteilung desselben zu be- 
wirken. Bemerkenswert ist die Beobachtung, daB positiv geladene Salze 
wie Eisenhydroxyd und Aluminiumhydroxyd nicht geflockt wurden. 
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Am Schlusse dieser Arbeit méchten wir dem Herrn Stud. 
A. Szegvari fiir seine sehr wertvolle Unterstiitzung unseren 
Dank aussprechen. 


Zusammenfassung. 


1, Versuche mit Hilfe des Tyndallkegels und Ultramikroskops 
ergaben, da simtliche in Wasser schwer ldslichen Stoffe wie 
Kohlenwasserstoffe, Halogenalkyle, hohere Homologe der Alkohole, 
Fettséuren usw. anorganische und organische Salze, ferner auch 
Stoffe von gréBerer, aber beschriinkter Léslichkeit wie Isoamy]- 
alkohol, Isobuttersiure, Anilin usw. in gesittigten und konzen- 
trierten Lésungen zum mindesten teilweise kolloidal gelést sind. 

2. Dieser Satz gilt voraussichtlich auch allgemein fiir schwer- 
losliche Stoffe in anderen Lésungsmitteln als Wasser (beispielsweise 
Wasser in Benzol usw.). 

3. Die scheinbar mangelnde Oberflichenaktivitét der Nar- 
kotica, wie Kohlenwasserstoffe und Halogenalkyle usw. bei 
stalagmometrischen Untersuchungen ist auf den nicht geniigend 
dispersen Zustand derselben zuriickzufiihren. 

Versuche mit Basen wie Atropin usw. und schwerldslichen 
Sauren wie Nonylsiure, Zimtsiure usw. ergaben, daB solche 
basische und saure Stoffe je nach ihrem Dispersititsgrade in 
einer oberflachenaktiven und oberflicheninaktiven Form erhalten 
werden kénnen. 

Sind nur gr6éBere Submikronen vorhanden, so scheinen die Lé- 
sungen bei stalagmometrischer Untersuchung oberflacheninaktiv. 
Werden dieselben durch geeignete Zusitze (stirkeres Alkali bei 
den kolloiden Basen, stirkere Sauren bei den kolloiden Sauren) zu 
kleineren Amikronen und namentlich molekulardispersen Teilchen 
zertriimmert, so werden die Lésungen bei Untersuchung nach den 
Tropfmethoden oberflichenaktiv. Bei indifferenten kolloiden 
Stoffen (Narkotica usw.) ist diese Zertriimmerung der oberflichen- 
aktiven Submikronen bisher nicht gelungen. 

4. DaB diese nach den Tropfmethoden oberflicheninaktiv 
scheinenden Narkotica bei geniigender Dispersitaétserh6hung stark 
oberflichenaktiv sind, beweist die uns gelungene fiir verschiedenste 
Gebiete der Biologie bedeutungsvolle Sichtbarmachung von Gibbs’ 
Prinzip. Je oberflachenaktiver ein Stoff ist, um so mehr reichert 
sich derselbe an den Phasengrenzflaichen an. Stoffe, welche auch 
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im molekulardispersen Zustande oberflicheninaktiv sind (Salze, 
gewisse Farbstoffe usw.), reichern sich an der Oberflaiche nicht 
an, sondern ergeben ein negatives, das amgekehrte Gibbssche 
Phanomen. 

5. Schwerlésliche Stoffe der Benzolreihe sind besonders 
hochkolloidal. Hiermit hingt ihre starke Adsorptionsfahigkeit 
an Kohle usw. zusammen. 

6. Kataphoretische Untersuchungen fihrten zu dem Er- 
gebnis, daB die kolloiden Teilchen von Saiuren wie Nonylsiure, 
Caprylsiure usw. ebenso wie die kolloiden Teilchen von Basen 
wie Anilin, Toluidin, Xylidin nach demselben Pole zur Anode 
wandern, wihrend eine Base wie Chinolin zur Kathode wandert. 
Fiir die molekulardispersen Teilchen war eine Wanderung nicht 
nachzuweisen. 

7. Wiasserige Lésungen kolloioder Stoffe (lyophile wie lyophobe 
Lésungen, sowie auch Suspensionen werden irreversibel geflockt 
wenn oberflachenaktive Nichtleiter in solcher Menge zugesetzt 
werden, daf die Saittigung der Lésung erreicht wird. In Anbetracht 
der nach Gibbs Prinzip erfolgenden starken Anreicherung der 
Narkotica an Grenzflichen ist die Erscheinung geeignet, die 
durch gréBere Mengen dieser Stoffe verursachte schidliche bzw. 
tédliche Wirkung zu erklaren. 





Anmerkung von J. Traube: Nach Fertigstellung des vorliegenden 
Manuskripts sandte mir Herr H. Fiihner seine soeben in dieser Zeitschr. 
115, 235. 1921 verdéffentlichte Arbeit tiber die narkotische Wirkung des 
Benzins und seiner Bestandteile (Pentan, Hexan, Heptan, Oktan). In 
experimenteller Hinsicht habe ich selbstverstandlich gegen die schénen und 
wichtigen Versuche Fiihners nichts einzuwenden; aber ebenso darf ich 
wohl annehmen, daf Fiihner nach den Feststellungen der vorliegenden 
Arbeit die theoretischen Einwinde, welche derselbe gegen meine Narkose- 
theorie erhoben hat, nun nicht mehr aufrechterhalten wird. 

















isda 


Zur Kenntnis der Neutralsalzwirkungen auf das Pflanzen- 
plasma. 


II. Mitteilung. 


Von 
Hugo Kahho (Dorpat, Estland). 


(Eingegangen am 27. April 1921.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Durch die grundlegenden Arbeiten von Hofmeister), seiner Schiiler 
{Levit?), Pauli*)] und anderer Forscher [Héber')] wurde die Tatsache 
festgestellt, daB die Neutralsalze in bezug auf die EiweiBfallung keine sog. 
kolligativen Eigenschaften aufweisen, da die Salzlésungen mit der gleichen 
Anzahl von Partikelchen durchaus ungleich wirken. Es wurden die be- 
kannten ,,Hofmeisterschen Reihenfolgen“ der Ionen aufgestellt, die spater 
von Freundlich’) als lyotrop bezeichnet wurden. 


Da seitens vieler Biologen die EiweiBstoffe als die wichtigsten 
Verbindungen im Protoplasma angesehen werden, entstand bei 
mir die Frage, ob die koagulierende Wirkung der Neutralsalze 
auf EiweiBlésungen und Protoplasma parallel geht. Es mu dabei 
vorausgesetzt werden, da diejenigen chemischen Verbindungen, 
welche tédlich auf das Plasma wirken, auch die Koagulation der 
Eiwei8k6rper desselben hervorrufen®). 


Methodisches. 


Um die koagulierende Wirkung der Neutralsalzlésungen auf 
das Pflanzenplasma zu priifen, kénnte man auf zweierlei Weise 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 24, 247. 1888; 25, 3. 1889; 
27, 395. 1890; 28, 210. 1891. 

2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 24, 1. 1887. 

8) Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 3, 225. 1902. 

4) Ebenda 11, 35. 1908. 

5) Capillarchemie 1909, S. 54, 410, 418 ff. 

®) Vgl. W. W. Lepeschkin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 30, 533. 1912. 
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verfahren: Erstens, erfahrungsmaifig solche Konzentrationen der 
Salze bestimmen, welche in einem gewissen Zeitabschnitt eine 
ungefihr gleiche Menge der Zellen in den Schnitten abtéten, oder 
zweitens, die Salzlésungen gleicher Normalitét innerhalb einer 
bestimmten Zeit wirken lassen und die physiologischen Effekte 
vergleichen. 

Wegen einiger Vorteile wurde der letzte Weg gewihlt. 

Die Versuche wurden an den Schnitten von Rotkohl und 
Tradescantia zebrina ausgefihrt. 

Es wurden aus der Oberseite eines gut turgescenten Blattes 
von Rotkohl, aus den mittleren Teilen, Plittchen gewonnen, 
die vorsichtig von einer Seite bis zum anthocyanhaltigen Gewebe 
abgeschabt und in kleine viereckige (ca. 1qmm) und ungefiahr 
gleich dicke Schnitte zerlegt wurden. Vor dem Gebrauch wurden 
die Schnitte sorgfiltig kontrolliert. Fiir die Beobachtungen 
waren die Epidermiszellen der Oberseite des Blattes bestimmt. 

In jede zu untersuchende Lésung kamen 120—150 solcher 
Schnitte, von denen in gleichen Zeitabschnitten je 10 heraus- 
genommen, auf 15 Minuten in destilliertes Wasser gebracht und 
nachher in Rohrzuckerlésung auf dem Objektglas plasmolysiert 
wurden, um die Menge der lebendigen bzw. koagulierten Zellen 
zu bestimmen. 

Durch die Vorversuche war es méglich, die Zeitabschnitte 
so zu wahlen, da die Wirkung eines jeden Salzes im vollen MaBe 
zur Geltung kam, mit dem Stadium, wo die Zellen noch voll- 
stindig intakt waren, beginnend, bis zum Tode des ganzen Schnittes. 
Um die koagulierende Wirkung der Salzlésungen besser abzustufen, 
wurden die in der Zuckerlésung plasmolysierten Schnitte nach 
der Gréfe der plasmolysierten Flache in 5 Gruppen geteilt 
(s. Tabelle I) und das Prozent der plasmolysierten Gesamtfliche 
fiir je 10 Schnitte ausgerechnet. Es sei hier beispielsweise eine 
Tabelle angefiihrt. 

Die in der Tabelle I angefiihrten Teile der plasmolysierten 
Schnittfliche bedeuten, daB, wenn z. B. 3/, einer Schnittfliche 
als plasmolysiert bezeichnet sind, das iibrige Viertel aus toten 
Zellen besteht. Dasselbe bezieht sich auf die Zahlen (%) der 
letzten Spalte der Tabelle. Im Verlauf der Arbeit werden die 
Resultate mit den Rotkrautschnitten in Prozenten mitgeteilt 
(letzte Spalte der Tabelle). 
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Da die angewandten Salzlésungen ziemlich hohe Konzen- 
trationen hatten, die mehr oder weniger starke Plasmolyse hervor- 
riefen, fragte es sich, ob das Ubertragen der Schnitte aus den 
Lésungen in destilliertes Wasser und das Wiederplasmolysieren 
in Zuckerlésung eine schidliche Wirkung auf die Plasmamembran 
austiben konnte’). 


Tabelle I, NaF 0,5n. 








Die Zeit des} Der plasmolysierte Teil | Plasmolysierte 
Aufenthalts der Schnittfliche Gesamtflache 
der Schnitte T I fiir je 10 Schitte 
in Lésungen “le | "le 1", | fe | 0 % 
1 Stde. | s 10/—|/—|—|—] 1000 
2 Sida. F232 0} - 2) —| — | — 97,5 
eae s 9; 1/—|/—|— 97,5 
bw ~ &t Si) bi 80,0 
| 3s 2 5] 2); li— 75,0 
oe =—| 7}; 3}—|— 67,5 
8 ., 18 1, 6 1) sj— 65,5 
a = —| 4\ 4; 2)}— 55,0 
oy PP men et OES 27,5 








Die Kontrollversuche, in denen genau dieselbe wiederholte 
Plasmolyse in isotonischen Rohrzuckerlésungen ausgefiihrt wurde, 
zeigten, daB solche Behandlung von Rotkrautzellen ohne sicht- 
baren Schaden ertragen wird. Es sei hier erwihnt, daB diese 
Pflanze ein auBerordentlich unempfindliches Objekt darstellt. 

Es konnte nicht auf das Deplasmolysieren der mit den Salz- 
lésungen behandelten Schnitte verzichtet werden, da das Aus- 
treten von Anthocyan aus den Zellen kein zuverlissiges Merkmal 
fiir die Koagulation des Plasmas ist. Die abgetéteten Zellen 
k6nnen eine Zeitlang ihre Farbstoffe im Zellsaft behalten, wenn 
die Isotonie der AuBenlésung dieselbe bleibt. Auf diese Tatsache 
hat neuerdings W. Brenner?) hingewiesen. Bringt man die 
koagulierte Zelle aus der Lésung ins Wasser, so bekommt der 
Plasmaschlauch einen Rif und der Inhalt der Vakuole tritt 
heraus. 

Bei den Epidermisschnitten von Tradescantia zebrina, 
die aus der Unterseite des Blattes hergestellt waren, muBte wegen 
der gréBeren Empfindlichkeit des Objektes anders verfahren 
werden. Aus den Salzlésungen (gewdhnlich 0,2n) kamen die 





1) Vgl. W. Lepeschkin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 28, 385. 1910. 
2) Ebenda 38, 277. 1920. 
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Schnitte in eine hypertonische (0,5 Mol) Saccharoselésung, welche 
die vorhandene Plasmolyse vergréBerte. Auf diese Weise war es 
hier méglich, die koagulierten Zellen zu erkennen. Um eine be- 
stimmte Vorstellung von dem Wirkungsgrad eines jeden Salzes 
zu bekommen, wurde hier die Gesamtmenge der Zellen in den 
Schnitten, die etwas gréBer waren als bei Rotkraut (ca. 2—2,5qmm) 
mit einer Genauigkeit bis 10% festgesetzt, die Zahl der abgetéteten 
bzw. lebendigen Zellen genau ermittelt und das Prozent der letz- 
teren ausgerechnet. Zum Vergleich wurden die Mittelwerte aus 
den Zahlen von je 10 Schnitten genommen. Es ist begreiflich, 
daB alle Zahlen, die in den Tabellen angezeigt sind, hier nur einen 
qualitativen Wert haben. 

Um eine gleichmaBige Permeabilitat fiir die Salze zu erzielen, 
wurden alle Versuche auBer denjenigen, deren Resultate in der 
Tabelle II ersichtlich sind, im Dunkeln ausgefiihrt. Zu einer 
jeden Serie der Versuche, wo die Wirkung verschiedener Anionen 
mit demselben Kation (oder umgekehrt) untersucht wurde, 
waren die Rotkrautschnitte von demselben Blatte und von den 
nahegelegenen Stellen desselben hergestellt. Bei Tradescantia 
wurden, wegen der kleinen Blattfliche, die Schnitte von mehreren 
Blattern gewonnen und vor der Verteilung in Portionen gut 
durchgemischt. 

Es wurden Aquivalent-Normallésungen chemisch reiner Salze 
angewandt. Krystallwasser der Salze wurde stets beriicksichtigt. 


Ergebnisse. 


Die Tabelle II enthalt die Resultate einer Serie von Ver- 
suchen mit den Rotkrautschnitten. Durch die angegebenen 
Zahlen ist die plasmolysierte Flache fiir je 10 Schnitte bezeichnet 
(s. letzte Spalte der Tabelle I). 

Vergleichen wir die Wirkung der in der Tabelle I angefiithrten 
4 Gruppen der Salze, so sehen wir, daB die Giftigkeit derselben 
von der ersten Gruppe bis zur letzten rasch zunimmt. Wahrend 
bei den Sulfaten, Citraten und Tartraten nach dem 10stiindigen 
Aufenthalt der Schnitte in den Lésungen noch durchschnittlich 
weniger als die Halfte der Zellen koaguliert war, d. h. mehr als 
die Hilfte (mit Ausnahme des NH,-Citr.) eine Deplasmolyse 
und eine neue Plasmolyse in Zuckerlésung durchzumachen fahig 
waren, ist in den Lésungen von Chloriden und Acetaten schon 
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Tabelle II. 
Rotkohl. Konzentr. der Lésungen 0,5n. T. 25°C. 








I. 

4: : ayaa fi . , a K- NH,-| Na- ay TH, | Na- 
Die Zeit des Aufenth. K,30,)(NH,)S0, a0, Citrat |Citrat Citrat Tartr. |Tartr. | Tartr. 
der Schnitte in Lés.| o | | o/ ° 0 o 

oO ° % % % ° ° o 
1 Stde.  |100 | 100 100 | 0 | 100 100 |100 1100 (100 
5 Stdn. | 2 | 67 | 65 B- ~ h- 165 | 65 | 75 
ee 177 | 67 | e@ | 57 | 55 | 32 | 60 
Mittelwerte aus den| 82,2) 75,0 | 74,0| 78,0| 58,5) 60,5| 78,6 


Daten von je 10 Zeit- 
abschnitten. Bei jedem | | 
Salz 100 Schnitte*) | . | 


,0| 76, 5) 320 
j | } 
} 









































II. 
Die Zeit des Aufenth.| KCI | NH HCI 1 | Nact | KC,H,0, 0; | SHAG, O, | Nac, HO, 
der Schnitte in Lis. % | | % A 1 % 
| “| 8 + or 
30 Min. | 2 16 | | sk | 7 52 
2 Stdn 37 | 37 | 32 | 10 | 30 | 30 
Ra 1m | | | o | w | wm 
Mittelwerte aus den | 49,7 | 44,5 | 350 | 19,0 | 29,2 } 23,5 
Daten von je 10 Zeit- | | 
abschnitten. Beijedem | | 
Salz 100 Schnitte*) 
IIT. 
Die Zeit des Aufenth.| KNO, | NHWNO, i NaNO, | | KBr | NH,Br 
der Schnitte in Lés. a | ae =. 
30 Min. } 52 | 37 | 6 | 20 | 30 50 
oF iw | 37 | 22 | 36 ee 15 | 37 
oo SS Bee et ast Va SS 
Mittelwerte aus den| 35,2 | 22,2 46,6 | 17,0 | 27,0 | 37,7 
Daten von je 11 Zeit- | 
abschnitten. Bei jedem } | 
Salz 110 Schnitte*) | | 
IV. 
Die Zeit des Aufenth.| KJ | NHJ | NaJ | KCNS | NH,CNS | NaCNS 
der Schnitte in Lés. | % % % % % 7 
bie. |? is | @ 15 25 25 
20, | 20 ope BOS 0 15 
ee 17 12 | 12 0 0 0 
HO... | 0 0 | 0O — — —_ 
Mittelwerte aus den| 20,8 | 28,8 28,0 10,7 7,5 | 16,5 
Daten von je 6 Zeit- | | | 
abschnitten. Bei jedem | | | 
Salz 60 Schnitte*) | 





*) In diesen Mittelwerten sind die Ergebnisse aller von uns mit den 


Salzlésungen 0,5n angestellten Versuche, auch der hier nicht angefiihrten, 
eingeschlossen. 
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nach 3 Stunden der gréBte Teil der Zellen tot, indem die maximale 
Zahl der plasmolysefahigen Zellen in erwihnten Lésungen beim 
Ammoniumchlorid etwa ein Drittel der Gesamtmenge betrigt. 

Starker als die Chloride und Acetate wirken die Nitrate und 
Bromide und am stirksten die Jodide und Rhodanide. 

Der Zusammenhang zwischen der Wirkungszeit der Kalium- 
salze (0,5n) und der Koagulation von Rotkrautplasma ist durch 
die Kurven der Abb. 1 wiedergegeben. 


8 






8 


%der plasmolys. Hache der Schn. 





Minuten —> Stunden ——> 
Abb. 1. 


Die Versuche mit den Schnitten von Tradescantia ergaben 
dieselben Resultate. 


In den folgenden Ubersichtstabellen sind die Anionenwir- 
kungen von Kalium-, Ammonium- und Natriumsalzen angefiihrt. 


Tabelle III. 
Tradescantia zebrina. Konzentr. der Lésungen 0,2n. T. 21°C. 








Die Zeit des Aufent- | KBr | KJ |KNO, KONS KCl 'KC,H,O, K-Tartr. | K,80, | KCite. 
halts der Schnitte }_—-— i | 5 
in Lésungen Jede Zahl ist das Mittelprozent der plasmolysierten Zellen in 10 Schn. 






































30 Min. 94,8 |91,9 | 98,4 |93,8 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 

1 Std. 86,6 |91,4 | 95,3/96,5| 95,9 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 

1 Std. 30 Min. |75,4|89,5|89,9/89,6| 94,1 | 91,5 | 94,1 | 100,0 | 100,0 
2 Std. 58,0 |55,7|75,7|72,2| 84,4 | 81,4 90,5| 98,4| 98,6 

2 Std. 30 Min. }29,6|58,7|76,6/80,1| 85,0 | 80,0 | 91,3/100,0| 96,1 
3 Std. 22,5 |29,9|63,1|60,1| 75,0 | 84,6 | 90,7| 94,3/ 100,0 

a: a 2,7| 3,9|29,0'60,4| 53,1 | 62,0 | 70,7) 95,6) 95,5 
eRe 0 |0 |0 | 0 | 29,7} 68,0! 79,5| 94,6| 94,0 
ee — {— |— |— | 37,3] 51,6 | 85,4! 86,9| 91,7 
iS ix — |— |— |— | 34,0] 67,2 | 67,6) 91,2} 87,7 
“4 , — |— |— |— | 229| 31,4] 45,1| 62,4} 91,2 
Das Mittel |33,6|38,2|48,0/50,2| 64,7 | 74,3 83,2| 93,0) 95,8 














Wie die Tabelle IIT zeigt, sind auch hier die Bromide, Rhoda- 
nide, Jodide und Nitrate die wirksamsten, indem in den Lésungen 





Neutralsalzwirkungen aaf Pflanzenplasma. II. 131 


dieser Salze schon nach 8 Stunden alle Zellen in den Schnitten 
absterben. Die Wirkungsunterschiede der 4 iibrigen Salze der 
Tabelle sind bei Tradescantia viel kleiner als beim Rotkohl. 
Das Rhodanid, welches beim Rotkohl am starksten wirkt, verhalt 
sich hier etwas abweichend. 


Tabelle IV. 
Tradescantia. Konzentr. der Lésungen 0,2n. T. 20—21°C. 





Die Zeit des Aufent- NH,CNS | NHJ | NH,Br NH,NO, (NH,),HPO,| NH,Cl | (NH,),80 
halts der Schnitte 
in Lésungen Jee ede Zan ist das Mittelprozent der plasmolysierten Sellen in in 10 eache. 





30 Min. 96,4 | 98,4 |100,0 | 96,1 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
43,4 |100,0 | 96,2 96,8 | 98,1 | 97,5 | 100,0 


35,8 |100,0 | 90,7 98,5 | 100,0 | 100,0| 97,1 


24,2 | 78,7) 82,1 | 87,1 100,0 - 100,0 
12,4 | 79,7 | 93,5 | 92,4 90,3 | / 100,0 
25,9 | 88,3 | 85,0 | 88,0} 79,7 |  100,0 
8,8 | 84,9 85,0 | 886) 87,4 | | 100,0 
9,6 | 18,3 | 29,6 | 74,3 90,7 | | 100,0 
0 16,4 | 36,4 | 77,5! 76,6 ' 100,0 
— +} 120] 10,1 | 866} 70,9 | 

oe 0 | 81,8 84,2 

ee a ee oe 


Das Mittel 21,4 | 56,4 | 59,0 | 82,0 | 82,7 














Die Ammoniumsalze wirken im allgemeinen etwa schwicher 
als die Salze des Kaliums (s. Tab. IV). 
Die Stellung des Rhodanids stimmt auch hier mit der beim 
Rotkohl tiberein. 
Tabelle V. 
Tradescantia. Konzentr. der Lésungen 0,2n. T. 20—21°C. 








Die Zeit des | Nacns| NaJ ‘NaNO, | NaBr | NaCyH,0, | NaCl |Na- Tartr, Na,SO, Na-Citr. 
Aufenthalts 


der Schnitte Jede Zahl ist das Mittelprozent der plasmolysierten Zellen in 10 Schnitten 


in Lésungen 

100,0 |100,0{100,0 |100,0| 100,0 |100,0| 100,0 | 100,0 | 100,0 
98,4 |100,0| 98,1 |100,0; 100,0 | 100,0) 100,0 | 100,0 | 100,0 
92,7 | 88,2; 98,5 |100,0, 97,5 ,100,0; 100,0 | 100,0 | 100,0 
89,2 | 96,6) 87,7 100,0) 98,8 98,4 100,0 | 100,0 | 100,0 
75,4 | 81,6) 89,4 | 95,9; 97,9 | 92,5) 100,0 | 100,0 | 100,0 
40,8 | 81,8| 92,0 | 92,2) 91,3 98,2, 100,0 | 100,0 | 100,0 
14,8 | 55,9 6 | 84,7; 86,3 98, 6 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
25,0 | 68,4) 84,5 | 88,1) 94,5 | 92,8 | 92,5 | 100,0 | 100,0 
7,5 | 14,2} 8,3 | 41,6) 61,7 81,2) 100,0 | 100,0 | 100,0 
0 18,3| 46,6 | 22,8! 64,3 55,1 71,9 | 93,5 | 100,0 


. DasMittel| 54,4 | 70,5| 79,3 | 82,5| 89,2 | 91,7) 96,4 | 99,3 100,0 


Aus der angefiihrten Tabelle V ist zu ersehen, da8 bei den 
Natriumsalzen, welche nach der abnehmenden Giftigkeit geordnet 
g* 
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sind, etwa dieselbe Reihenfolge der Anionen von Geltung ist 
wie bei den Kalium- und Ammoniumsalzen. Doch ist die Koagu- 
lationsenergie der Natriumsalze viel geringer als dfe des Kaliums. 


Tabelle VI. 


Kationen der Alkali- und Erdalkalisalze. 
Tradescantia. Konzentr. der Lésungen 0,2n. T. 21°C. 








Die Zeit des Aufent- KCl | NH,Cl NaCl SrCl, | MgCl, | BaCl, CaCl, 
halts der Schnitte |}—— ! 
in Lésungen Jede Zahl ist das Mittelprozent der plasmolysierten Zellen in 10 Schn. 





























4 Stdn. 53,1 | 93,0 | 92,5 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
“er 29,7 | 79,7 | 98,6 | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
eee 37,3 | 95,1 | 92,8 | 96,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
“eee 34,9 | 94,7 | 81,2 | 96,9 | 100,0 | 100,0 | 100,0 
ie s + ~~ 79,9 | 88,9 | 85,7 | 97,0 
a" —“ — — 91,2 | 82,1 | 89,9 | 100,0 
¢ 22,9 | 46,1 | 55,1 | — ri ra fe 
Das Mittel 35,5 | 81,7 | 84,0 | 94,0 | 95,1 | 95,9 | 99,5 











Die Daten der oben angefiihrten Tabelle VI zeigen, daB die 
koagulierende Wirkung der einwertigen Kationen bedeutend 
groBer ist als die der zweiwertigen, die bei diesen Versuchs- 
bedingungen verhaltnismaiBig unschadlich waren. 


Besprechung der Resultate. 


Aus den oben beschriebenen Ergebnissen folgt unmittelbar, 
daB die koagulierende Wirkung der Salze auf das Plasma von den 
beiden Ionen des Salzes abhangig ist, also einen additiven Charak- 
ter hat, wobei den Anionen eine gréBere Bedeutung zukommt 
als den Kationen. 

In der folgenden Ubersichtstabelle A sind die Anionenreihen 
aller Versuchsserien nach abnehmender Koagulationsenergie 
geordnet. 

Alle Reihenfolgen sind die Modifikationen der bekannten 
lyotropen Reihe'). Man kann aus diesen Reihen eine Mittel- 
reihe ableiten, die folgendermaBen aussieht: . 


CNS > J> Br> NO, > C,H,0, > Cl > Tartrate > Citrate > SO,. 
Diese Anionenreihe stimmt mit der lyotropen ziemlich gut 


iiberein. 





1) Freundlich |. c.; Héber, Physikal. Chemie der Zelle usw. 1914, 
8.308 ff. 
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A. Ubersichtstabelle der Anionenwirkungen. 








Pflanze | Konz. 


Kation | sed 





Anionen 





Ge * 


Trades- | 


cantia 


0,2n 


Br, “J> NOs, ¢ CNS>CI>C, H,0, > Tar- 
trat, SO,, Citrat*). 

CNS>J, Br>NO,>Cl, SO,. 

Cl, Tar- 

trat, SO,, Citrat. 





(0,35n%*) | NH, 


Na 
| ee 


| | 
Rotkoh] | 0,5n | NH, 
| Na 


} 
| 
| 
| 
| 
| 


< 
NH, 


| 
| 0,75 n**) | 
| Na 


J, CNS>C,H,0,, NO,, Cl, Tartrat, 


] 

| 

| CNS>J>NO,, Br>C,H,0,, 
| Br 

| 


J>CNS > C,H,0,, Br, NO,, Cl> Tartrat, 


SO,. 
CNS, J> C sH,0,, Cl, NO, > Tartrat, SO,. 


CNS > J, Br > NO,, C, H 30, >Cl> Tar- 
|  trat > Citrat > SO,. 

| CNS>J, NOy, Br > C,H,0, > Cl > Citrat 
> Tartrat > SO,. 

| CNS>J, Br, C,H,0,, NO,, Cl>SO,, Ci- 
| trat, Tartrat. 


| CNS>J, Cl> Tartrat > Citrat, SO,. 
CNS S Br, Cl, NO, > S0,. 





| CNS, J, Br>Cl>NO,, 
Tartrat, Citrat. 


C,H,0, > 80,, 


*) Durch Kommas sind diejenigen Anionen abgetrennt, deren Wirkung 
einander nahe liegt. 
**) Die Ergebnisse dieser 2 Versuchsserien sind der Raumersparnis 
wegen oben nicht angefiihrt. Sie stimmen mit den Resultaten der iibrigen 
Serien vollstaindig iiberein. 


Die Unterschiede in Kationenwirkungen der Alkalisalze 
sind nicht im allgemeinen so scharf abgestuft als die der Anionen. 

Eine Gegeniiberstellung aller Kationenreihen, nach abnehmen- 
der Giftigkeit geordnet, zeigt uns, folgende Tabelle B. 


B. Ubersichtstabelle der Kationenwirkungen 











Salz/Pflanze | Tradescantia (0,2 n) Rotkohl (0,5 n) | Rotkohl (0,75 n) 





Kattones Bd 


NH,, K, Na | K, NH,, Na 
K, NH,, Na_ | 
K > NH,, > Na | 
NH,>K>Na | 
K, Na, NH, | 
Na, NH,, K 

K, NH,, Na 
NH, > K, Na 
Na, NH,>K 


NH,>K> Na 
K>NH,>Na | 
K> NH, > Na 


Na, NH, 
K, Na, NH, 


NH, > K, Na 
K, NH,>Na 





Sulfat Na, K, NH, 


*) Siehe die erste Bemerkung bei der vorigen Tabelle. 
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Wie man aus dieser Vergleichung sieht, sind die Kationen- 
reihen bei den héheren Konzentrationen (0,5n; 0,75n) weniger 
regelmaBig als bei 0,2n. Dieses erklirt sich dadurch, daB bei 
hohen Konzentrationen die Kationenwirkungen ziemlich gleich 
sind und die Unterschiede innerhalb der Grenze des Versuchsfehlers 
liegen. Darum ist es schwierig, fiir alle Falle eine bestimmte Reihen- 
folge aufzustellen!). Wenn wir aber die Resultate mit den Trades- 
cantiaschnitten im Auge behalten, denn hier sind die Aktivitats- 
unterschiede am deutlichsten ausgeprigt, so erhalten wir die 
Reihenfolge K> NH,> Na. Es verdient hervorgehoben zu 
werden, daB die Kaliumsalze hier die gréBte Giftwirkung auf das 
Pflanzenplasma haben. 

Beim Vergleichen der Koagulationsenergie der Alkali- und 
Erdalkalikationen zeigte sich, daB die letzteren in allen Konzen- 
trationen schwicher wirkten als die ersteren. Dieser Wirkungs- 
unterschied zwischen den ein- und zweiwertigen Kationen ist 
sehr konstant und muB hervorgehoben werden. Bei den Chloriden 
ordnen sich die Kationen in folgender Weise, mit dem wirksamsten 
Ion am Anfange der Reihe (vgl. Tabelle VI) K > NH, > Na > Sr, 
Mg, Ba, Ca. 


Die Tatsache, da8 sich iiberall bei den Versuchen lyotrope 
Einfliisse geltend machen, spricht dafiir, daB wir es hier mit 
einer GesetzmaBigkeit der Salzwirkungen zu tun haben. Es fragt 
sich nun, ob die Giftwirkung der Salze direkt auf die Koagulation 
der EiweiBkérper des Plasmas zuriickzufiihren ist, oder ob hier 
noch andere Einfliisse in Betracht kommen. Ein Vergleich mit den 
Eiweibfaillungsreihen zeigt, daB unsere Anionenreihe die um- 
gekehrte des nativen und AlkalieiweiBes ist*). Es sei hier darauf 
hingewiesen, da8 Rhodanide, Jodide und Bromide, die dem Plasma 
gegeniiber die giftigsten sind, bei dem negativen EiweiB das 
schwichste Fallungsvermégen aufweisen®). 

Dieselben umgekehrten Verhiiltnisse treten uns auch bei 
den Kationenwirkungen entgegen. Erdalkalien, die in bezug 
auf das Plasma relativ unschidlich sind, erzeugen irreversible 
Fallungen beim nativen EiweiB*‘), wihrend die Wirkung der 
4) Vgl. Freundlich 1. co. 8. 429. 

2) Pauli l. c.; Freundlich 1. c. S. 426. 


8) Héber 1. c. S. 321 ff. 
4) Pauli, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 27. 1903. 
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Alkalisalze reversibel ist. Beim Alkalieiwei8 ist die Koagulations- 
energie der Erdalkalien auch bedeutend gréfer als die der Alkali- 
salze. Die Wirkung beider Salzgruppen wird durch die Kationen- 
reihe — K < Na < Li < NH, < Mg <Ca <Sr < Ba charakteri- 
siert, die etwa die umgekehrte Plasmakoagulationsreihe ist*). 

Zur Erklirung einer solchen Umkehrung der Ionenreihen 
bei der Plasmakoagulation?) sehen wir 2 Méglichkeiten. 

Die eine zeigt sich bei der Annahme, da8 im Plasma der 
héheren Pflanzen positive Kolloide bzw. EiweiBkérper, den Aus- 
schlag geben. In solchem Falle stimmten unsere Ionenreihen mit 
denen des SiureeinweiBes ziemlich gut iiberein®). 

Eine solche Annahme fiihrte uns aber zu einer zweiten Voraus- 
setzung, nimlich, daB die Plasmamembran fiir die gepriiften 
Salze vollstindig gleich permeabel sei. 

Wenn auch in einigen Ausnahmefillen das Vorkommen 
positiver Kolloide im Plasma nicht véllig ausgeschlossen ist, 
obwohl in den meisten Fallen die Reaktion des Protoplasmas 
alkalisch ist, so widerspricht die Annahme der gleichen Durch- 
dringlichkeit fiir Salze den Tatsachen vollstandig. Pantanelli*) 
Lundegiardh'), in der letzten Zeit Fitting*) und Tréndle’) 
haben bei verschiedenen Pflanzen eine ziemlich ungleiche Per- 
meabilitét fiir die Alkali- und Erdalkalisalze gefunden. Damit 
fallt die erste Erklarungsméglichkeit weg. 

Eine weitere, wahrscheinlichere Erklirung besteht in der 
Auffassung der Plasmakoagulation durch die Salze als einem 
sekundiren Vorgang, der mit den Permeabilitétsverhaltnissen 
im engsten Zusammenhang steht. Fiir diese Annahme spricht 
die Tatsache, da8 fiir die Permeabilitat etwa dieselben lyotropen 
Ionenreihen gefunden sind wie hier bei der Plasmakoagulation. 
Bei der Untersuchung der Beeinflussung der Hitzekoagulation 
von Tradescantiaplasma durch Neutralsalze gelangten wir zu 
demselben Schlusse, nimlich, da8 die Plasmakoagulation bei der 
hohen Temperatur durch die Salze etwa nach derselben lyotropen 


1) Pauli und Handowsky, diese Zeitschr. 24, 241. 1910. 
2) Vgl. Hoéber 1. c. S. 510. 

3) Pauli, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol. 5, 27. 1903. 
*) Jahrb. f. wissensch. Botanik 40, 303. 1904. 

5) Kungl. Sv. Vet. Akad. Handl. 47, Nr. 3, 8.129. 1911. 
6) Jahrb. f. wissensch. Botanik 56, 1. 1915. 

7) Arch. de sc. phys. et nat. 45, 117. 1918. 





BEES. 


we EPRI fs 


Ore OC 





136 H. Kahho: 


Reihe, wie gegebenenfalls, geférdert wird, und da8 diese Férderung 
durch die Permeabilitaétsverhaltnisse der Salze bedingt ist). 

Es besteht also ein ausgesprochener Parallelismus 
zwischen der Permeabilitét und der Giftwirkung. 

In der Tat ist es bekannt, daB einige salzartige Verbindungen, 
die leicht vom Plasma aufgenommen werden, auch sehr schidlich 
sind. Dieses hat zuletzt noch G. Klebs bei den Farbstoffen 
hervorgehoben *). 

Er bezeichnet die sauren Farbstoffe, die durch die Farnprothallien 
nicht gespeichert werden, als in hohem Grade unschidlich fiir sie. Nach 
ihm bleiben die Prothallien in den Lésungen (0,001 proz.; 0,01 proz.) 3 bis 
4 Wochen, ,,bisweilen mehrere Monate in der iiberwiegenden Zahl ihrer 
Zellen frisch, griin und lebendig‘‘. Dagegen wirken die simtlichen vital- 
firbenden, basischen Farbstoffe sehr giftig. In 0,001% von Auramin, 
Jodgriin, Gentianaviolett u. a. stirbt schon der gréBte Teil der Prothallien 
in 1—2 Tagen ab. 

Aus dem oben Gesagten geht unmittelbar hervor, daB, wenn 
wir die Durchlissigkeit der Plasmamembran fiir eine Salzlésung 
durch eine Verinderung der fduBeren Bedingungen steigern 
kénnten, damit auch die Giftwirkung der Lésung *zunehmen 
miBte. 

Das ist tatsichlich der Fall und lat sich experimentell nach- 
weisen. Am leichtesten ist eine solche PermeabilitatsvergréBerung 
zu erzielen durch die von Lepeschkin®) und Tréndle*) gefun- 
dene und neuerdings durch Blackman und Paine) bestiitigte 
Tatsache, daB die Plasmadurchlissigkeit im Lichte gréBer ist 
als im Dunkeln. 

Es wurden parallel Versuche in einem sonnigen Raum (vor 
der direkten Insolation waren die Schnitte durch ein mattes 
Glas geschiitzt) und im Dunkeln angestellt. Die Temperatur in 
beiden Fallen war annihernd gleich (283—24° C). Fiir eine gréBere 
Zuverlassigkeit wurden je 2 Versuchsserien angestellt. 

Aus den Daten der Tabelle VII geht hervor, daB die koagu- 
lierende Wirkung eines gut permeierenden Salzes (NaJ ist ein 

1) Diese Zeitschr. 117, 87. 1921. 

*) Sitzungsber. d. Heidelb. Akad. d. Wiss., Math.-nat. KI., Abt. B, 
8. 3, 1919, veréffentl. von L. Jost. 

8) Beih. z. botan. Zentralbl. 24, 334. 1909. 

*) Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 27, 71. 1909; Jahrb. f. wissensch. 


Botanik 48, 171. 1910. 
5) Ann. of Bot. 32, 81. 1918. 
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Tabelle VII. 
Rotkohl. Giftwirkung NaJ 0,48n im Hellen und Dunkeln. 








Die Zeit des Aufent- ee aia | nice 
halts der Schnitte} I. Vers. | Il. Vers. Das Mittel] I. Vers. | IJ. Vers. | Das Mittel 
in Lésungen Jede Zahl ist das Proz. der plasmolys. Gesamtflache bei je 10 Schn. 








| 

10 Min. 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100.0 | 100.0 | 100,0 
30 77,5 | 85,0 81,2 | 100.0 | 97,5 98,7 
60 87,5 77,5 82,5 82,5 | 67,5 | 75,0 
80 55,0 45,0 50,0 85,0 | 77,5 | 81,2 
100 , 35,0 | 47,5 41,2 72,5 75,0 | 73,7 
120 225 | 17,5 20,0 80,0 70,0 | 75,0 
140 , 20,0 17,5 18,7 75,0 60,0 | 67,5 
160 20.0 17,5 18,7. | 52,5 50,0 | 
180 ,, 2,5 7,5 5,0 55,0 | 60,0 | 
200 6... oa. bee meh eee 





4 





Das Mittel 44,7. | 40,7 | 42,7 75,7. | 72,0 








solches!) im Lichte durchschnittlich 1,5—1,7mal gréfer ist als 
im Dunkeln. Wihrend bei der Belichtung nach 200 Minuten 
alle Zellen in den Schnitten abstarben, ist nach dieser Zeit im 
Dunkeln etwa die Hilfte aller Zellen noch lebend. 

Ahbnliche Resultate erhielten wir auch mit den anderen Salzen 
(NaBr, NaCNS). 

Die Giftigkeitssteigerung der Salzlésungen im Lichte steht 
zweifellos im engsten Zusammenhang mit den Permeabilitits- 
verhaltnissen. Dafiir spricht die Tatsache, daB beim Trades- 
cantiaplasma eine ungefihr gleiche VergréBerung der Durch- 
lassigkeit (1,3—18 mal) fiir KNO,, dunkel—hell, gefunden wor- 
den ist?). 

Also je mehr ein Neutralsalz in das Plasma eindringt, desto 
giftiger ist seine Wirkung, und relativ unschidliche Salze haben 
eine unbedeutende Eindringlichkeit. 

Eine nahere Untersuchung der Permeabilitatsverhaltnisse, 
woriiber in der niichsten Mitteilung berichtet werden soll, bestatigt 
auch das Obengesagte. 

Sollte hier das Umgekehrte der Fall sein, wiirde namlich die 
Permeabilitat durch die Giftwirkung der Salze bedingt sein, so 
miiBten von den Neutralsalzen die Erdalkalien die gréBte Giftig- 
keit (bzw. Permeabilitét) haben, weil sie sowohl beim negativen 
EiweiB als auch bei den Lipoiden?) die gré8te Fallungskraft 


1) Lepeschkin lI. c. 
?) Porges und Neubauer, diese Zeitschr. 7, 152. 1907. 
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aufweisen. Nun ist aber das nicht der Fall. Tréndle hat gezeigt, 
daB die Erdalkalien bedeutend schwicher eindringen als die 
Alkalisalze’). Fiir das Calciumchlorid konnte er, im Vergleich 
mit den anderen Erdalkalien, fast keine Permeabilitat nachweisen. 
Es ist bekannt, daB dieses Salz in vielen Fallen fiir das unschad- 
lichste gilt?). 

Wiirden die Salze ihre Wirkung primar auf die Eiwei8kérper 
des Plasmas haben, so miiBte bei der schwach sauren Reaktion 
wenn nicht eine véllige Umkehrung der Ionenreihen*), doch jeden- 
falls eine UnregelmaBigkeit derselben erfolgen. 

Alle angestellten Versuche bei einer sauren Reaktion der 
Lésung (®/s999—"/1000- HCl, COOH-COOH) ergaben etwa dieselben 
Resultate wie bei der neutralen. Die lyotropen Reihenfolgen 
der Ionen waren bei diesen Bedingungen sogar noch regelmaBiger 
und der einzige EinfluB der Saure bestand, im allgemeinen, in 
der etwaigen Férderung der Giftwirkung der Salze, wobei die 
Aktivitatsunterschiede der Ionen schiarfer hervortraten. 

Das Gesagte bezieht sich auch auf die alkalische Reaktion 
der Salzlésungen (*/3999—"/1990- KOH, NaOH, ®/,.-Na,CO,). Auch 
hier blieben die lyotropen Reihenfolgen unverandert. Doch im 
Gegenteil zu den H-Ionen, die die Giftigkeit der Salze in gewissen 
Konzentrationen vergréBern, iiben die OH-Ionen einen schiitzen- 
den EinfluB aus, indem sie die Resistenz des Plasmas gegen die 
schidliche Wirkung der Salze erhéhen‘). 

Es findet also bei den Plasmakolloiden keine Umladung 
statt. Diese Tatsache weist daraufhin, daB der Eintritt der 
Neutralsalze in das Plasma in erster Linie von soichen Verbin- 
dungen abhingig ist, die ein geringes Saurebindungsvermégen 
haben. Dieses kommt eher den Lipoiden, als den EiweiBkérpern 
zu’). Jedenfalls miissen wir die Neutralsalzpermeabilitét des 
Plasmas als einen ganz unabhingigen Vorgang von der Giftwirkung 
derselben ansehen. Die Giftigkeit der Salze ist also eine Funktion 
der Permeabilitit, nicht umgekehrt! 


1) Arch. de sc. phys. et nat. 45, 119, 121. 1918. 

*) Vgl. Hansteen-Cranner, Jahrb. f. wissensch. Botanik 47, 289. 
1910; Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 37, 380. 1919. 

3) Vgl. J. Endler, diese Zeitschr. 45, 359. 1912. 

*) Vgl. Lepeschkin, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 28, 98. 1910. 

5) Vgl. M. Hind, Ann. of Bot. 30, 237. 1916. 
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Eine solche Auffassung der Permeabilitaétsvorginge fiihrt 
uns zur Plasmaoberfliche. Denn gelangt schon ein Salz in gréBeren 
Mengen ins Plasma hinein, so wirkt es auch mehr oder weniger 
dehydratisierend auf die Biokolloide — in erster Linie werden 
wohl die EiweiBkérper ausgeflockt — was die Hauptursache des 
Todes in diesem Falle ist. 

Die Salzionen miissen also von einer solchen Oberflichen- 
schicht zuriickgehalten werden, in welcher die von ihnen erzeugten 
reversiblen Veranderungen fiir das Leben des Plasmas nicht gefahr- 
lich sind und vom letzteren miBte eine solche Schicht immer 
wieder erneut werden kénnen. 

Sollte es die vielerwahnte Lipoidschicht sein oder eine labile 
Verbindung der Eiwei8kérper mit den ersteren, jedenfalls ist es 
moglich, daB einige Neutralsalze in hohen Konzentrationen diese 
Schutzschicht so verdichten, daB sie nicht ins Plasmainnere 
gelangen kénnen. Neuerdings hat Hansteen-Cranner’) ge- 
funden, daB Calciumchlorid 0,01n in plasmatischen Grenz- 
schichten Lipoidfallungen hervorruft, wahrend KCl in dieser 
Konzentration sich mehr oder weniger indifferent verhilt. Es 
sei auch hier der friiheren Versuche von E. Kiister*) gedacht, 


nach welchen durch Calciumnitrat- und Rohrzuckerlésung in den 

Plasmaoberflaichenschichten eine Verdichtung erzeugt wird. 
Diese Befunde sind von groBer Bedeutung, da gerade die 

Erdalkalien und besonders die Calciumsalze am weitesten die 


Fahigkeit besitzen auch bei den anderen Salzen die Giftwirkung 
zu vermindern bzw. vollig aufzuheben. Unseren Versuchen 
zufolge wird die Permeabilitét bei den Wurzelzellen der gelben 
Lupine fir KCl, KBr und KJ (0,2n) durch ein vorlaufiges 
- Verweilen in einer Rohrzuckerlésung (0,33 Mol) stark herab- 
gesetzt. 

Es ist eine interessante Tatsache, da8 zwischen der Lipoid- 
fallungskraft und Giftwirkung der Neutralsalze ein umgekehrtes 
Verhialtnis besteht. AuBer den Erdalkalien, die fiir Lecithin 
gute Fallungsmittel sind und schon in schwachen Konzentrationen 
("/190) die Wirkung haben, nimmt bei den Alkalisalzen die Koagu- 
lationsenergie nach der lyotropen Reihe SO,> --- CNS ab‘) 


1) 1. c. 8. 385. 1919. 
2) Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 27, 589. 1909. 
3) Porges und Neubauer l. c. 
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Es kann ja durchaus nicht ausgeschlossen sein, daB die 
Permeabilitat fiir Neutralsalze einerseits auch auf mechanischem 
Wege reguliert wird, naimlich durch die Lipoidfallung auf der 
Plasmaoberflache. Besonders kommt das den konzentrierten 
Lésungen zu. 

Rhodanide und Jodide, die in keinen Konzentrationen 
Lecithin fallen, sind nicht imstande eine Schutzschicht beim Plasma 
zu erzeugen. Dagegen werden Lipoide durch das andere Endglied 
der lyotropen Reihe, durch Sulfate leicht ausgeflockt und es kann 
in starken Lésungen zur Bildung eines festen Oberflachenhiutchens 
kommen, was auch, wahrscheinlich, mit der relativen Unschadlich-. 
keit dieser Salze bei unseren Versuchen in Zusammenhang steht. 

Einen indirekten Beweis fiir die Annahme, daB hier die 
Lipoidfillung eine wichtige Rolle spielt, sehen wir im Verhalten 
der Pflanzenorgane in verdiinnten Salzlésungen. 

Nach den Versuchen von Lundegardh') wachsen die Wur- 
zeln von Vicia faba in "/j99-KCl- und NaCl-Lésungen schlecht, 
in Natriumsulfatlésung sterben sie nach 24 Stunden ab; in Na- 
triumjodidlésung ist das Wachstum sistiert. Hier haben also die 
Endglieder der lyotropen Reihe die gréBte Giftigkeit. Bei dieser 
Konzentration kann die Lipoidfaillung keinen iiberwiegenden Ein- 
fluB ausiiben, und Sulfate, die am besten negatives Eiwei8 fallen, 
wirken hier am starksten. Denn beim langeren Verweilen der 
Wurzeln in Lésungen dringen auch die Sulfate, wenn auch sehr 
langsam, ins Plasma ein. 

Es leuchtet ein, daB das Lipoidfillungsvermégen fiir die 
Neutralsalzpermeabilitét nicht allein maBgebend ist, es sei hier 
ferner darauf hingewiesen, daB die Oberflichenspannung des 
Wassers durch die lyotrope Reihe CNS <- - - SO, erhéht wird?). 
Auf das Plasma iibertragen, wiirde das im allgemeinen einer 
schwachen Adsorption fiir die Neutralsalze entsprechen, der 
geringsten fiir die Sulfate und der verhaltnismiBig bedeutendsten 
fiir die Rhodanide. 

Die Giftwirkung der Neutralsalze besteht also aus dem 
Zusammenwirken folgender Faktoren: Aus dem Lipoidfallungs- 
vermégen und der Adsorbierbarkeit, welche beide die Permeabili- 
tit des Plasmas in einer Richtung férdern, namlich nach der 





1) Lc. S. 162ff. 
2) Freundlich, 1. c., 8. 60, 61; Héber, 1. c., S. 310. 
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Reihenfolge CNS > - - - SO,, ferner das Eiwei®faillungsvermégen 
der Salze, welches gerade nach der umgekehrten Reihenfolge 
abnimmt. 

Bei den verhaltnismaBig kurzdauernden Versuchen mit kon- 
zentrierteren Salzlésungen wird die Durchlassigkeit fiir die Sulfate 
besonders stark herabgesetzt infolge der starken Lipoidfillung 
auf der Plasmaoberfliche und schwachen Adsorption, und infolge- 
dessen tritt das Eiweibfallungsvermégen zuriick. Die Aufnahme 
der Rhodanide steigt aber parallel zur Konzentration und von der 
relativ groBen Menge des durchgedrungenen Salzes wird eine starke 
Dehydration der Biokolloide hervorgerufen. 

In diesem Falle also geht die Giftwirkung der lyotropen Reihe 
CNS > -- - SO, nach. 

Bei den langeren Versuchen mit schwachen Lésungen ver- 
mindert sich der Einflu8 des ungleichen Lipoidfallungsvermégens 
und der Adsorbierbarkeit der Salze, die Differenzen gleichen sich 
bis zu einem gewissen Grade aus und hier haben auch die Sulfate, 
die sich allmahlich mit der Zeit im Plasma anhiufen, eine starke 
Giftigkeit, geméB der groBen Eiweibfallungskraft. Die relativ 
unschadlichsten sind in diesem Falle die mittleren Glieder der 
lyotropen Reihe. 

Dasselbe gilt auch fiir die Erdalkalien, nur mit dem Unter- 
schied, daB das Lipoidfallungsvermégen hier auch in sehr schwachen 
Konzentrationen dominiert. Dieses, zusammen mit der geringen 
Adsorbierbarkeit, kann die Ursache der relativen Unschadlichkeit 
dieser Salze sein. 

Die Folge davon ware, daB hier die Giftwirkung der lyo- 
tropen Reihe nach auch in schwachen Lésungen statthaben 
wiirde. Es wire interessant, das experimentell nachzuweisen. 

Von den anderen Erdalkalien unterscheidet sich das Mg 
durch schwiachere Lipoidfaillungskraft, was auch der gréBeren 
Eindringlichkeit (bzw. Giftigkeit)') dieses Salzes nicht wider- 
spricht. Alles Gesagte anlaBlich der Sulfate bezieht sich auch 
auf das Magnesium. Es sei hier noch darauf hingewiesen, daB 
sich beim AlkalieiweiB Mg seiner Wirkung nach an die iibrigen 
Erdalkalien anschlieBt?). 

1) Vgl. Hansteen-Cranner, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 37, 


380. 1919. 
*) Pauli und Handowsky l. c. 
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Berichtigung. 
Infolge eines Versehens bei der Korrektur ist in meiner 
I. Mitteilung (diese Zeitschr. 117, 87) die Erklirung zum Schema 
der Versuchsanordnung fortgeblieben. Das sei hier nachgeholt. 


In Abb. I bedeutet: 


I, Messingwanne. 
II. Glaswinde. 
III. Gliserne Objektwanne. 
IV. Thermometer. 
V. Rihrer. 
VI. Horizontalmikroskop. 





Die Wirkungsstirke der Narkotica. 
I. Versuche am isolierten Froschherzen. 


Von 
H. Fiihner. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kénigsberg i. Pr.) 
(Hingegangen am 1. Mat 1921.) 


Die Wirkungsstirke aller pharmakologisch wichtigen indiffe- 
renten Narkotica ist bisher vergleichend nur an Kaulquappen 
festgestellt worden in den bekannten Versuchen von H. Meyer’) 
und seinen Schiilern und von Overton?). Die Vergleichung der 
Wirkungsstirke der Narkotica an diesera Objekt mit den Teilungs- 
koeffizienten der Substanzen zwischen (1 und Wasser fiihrte zur 
Aufstellung der Meyer-Overtonschen Lipoidtheorie der 
Narkose, die in erster Linie eine Theorie der narkotischen 
Wirkungsstiarke ist. 

Diese Lipoidtheorie wird namentlich von J. Traube be- 
kaimpft, der zugleich versuchte, sie durch eine andere physikalisch- 
chemische Theorie zu ersetzen. 

Nach Traube®) sind die Narkotica Stoffe von geringem Haft- 
druck in Wasser und vermindern dementsprechend die Ober- 
flachenspannung desselben. Sofern nicht besondere Giftwirkungen 
stérend eingreifen, soll die Oberflichenspannung wisseriger 
Lésungen der Narkotica ihrer narkotischen Wirkung parallel 
gehen‘), und Traube®) vermutet, daB die von ihm gefundenen 
Zahlen fiir die Oberflichenspannung sogar ein besseres Ma der 
reinen narkotischen Wirkung bilden als die von Overton an 

1) H. Meyer, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 42, 109. 
1899. — Derselbe und F. Baum, ebenda S. 119. 

2) E. Overton, Studien iiber die Narkose. Jena 1901. 

8) J. Traube, Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 304. 1913. 


4) J. Traube, Ebenda 140, 127. 1911. 
5) J. Traube, Ebenda 105, 558. 1904. 
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Kaulquappen bestimmten Werte. Betrachtet man die Zusammen- 
stellung der Narkotica in Traubes Vergleichstabellen'), aus 
denen er seine Ansichten und Sitze ableitet, so fallt das Fehlen 
der fliichtigen Kohlenwasserstoffe und vor allem der Chlor- und 
Bromverbindungen auf, welchen praktisch als Narkoticis eine viel 
groBere Bedeutung zukommt als den von Traube zumeist auf- 
gefiihrten Substanzen homologer Reihen. Indessen hat Tra ube?) 
sich auch mit diesen Narkoticis beschaftigt, aber gefunden, daB 
fiir sie, als fliichtige Produkte mit sehr geringem Haftdruck, 
die Erniedrigung der Oberflichenspannung des Wassers ,,kein 
genaues Ma8“ des Haftdruckes und demnach der narkotischen 
Wirkung bildet, wihrend letztere sonst im allgemeinen um so 
groBer ist, je geringer der Haftdruck. Fiir das Chloroform nament- 
lich gibt Traube an, daB Messungen der Oberflichenspannung 
seiner wiasserigen Lésung nach der Tropf- und SteighGhenmethode 
,zu groBten Fehlern“ fiihren, un der sucht die auffallend geringe 
Capillaraktivitat dieses und der genannten Substanzen durch ihre 
Fliichtigkeit und ihren hohen Dampfdruck zu erklaren. 

Meine Versuche an den normalen Grenzkohlenwasserstoffen 
in einer vor kurzem erschienenen Arbeit*) hatten mir gezeigt, 
da8B es stark narkotisch wirksame Substanzen gibt, die nicht oder 
nur sehr wenig capillaraktiv sind. Nachdem ich dasselbe beim 
Chloroform und seinen wisserigen Lésungen wiederfand, habe ich 
mich eingehender mit diesem Verhalten beschiftigt. Hierbei 
kamen mir Zweifel an der Richtigkeit der Traubeschen An- 
schauungen, die mich veranlaBten, sie an einer gréBeren Anzahl 
halogenhaltiger und halogenfreier Produkte zu priifen durch ver - 
gleichende Bestimmung ihrer narkotischen Wirkung 
und ihrer Oberflachenaktivitat. Als Narkoseobjekt 
wahlte ich das isolierte Froschherz, das sich nach meinen‘) 
friiheren Erfahrungen ausgezeichnet zu genauen quantitativen 
Bestimmungen reversibler Giftwirkungen eignet und an dem die 


1) J. Traube, L c. 1904, 8S. 555 und 1913, S. 285 u. a. 

2) J. Traube, 1. c. 1913, S. 304 u. 308. — Derselbe, diese Zeitschr. 
54, 316 u. 320. 1913. — Derselbe, Intern. Zeitschr. f. phys.-chem. Biol. 
1, 282. 1914. 

3) H. Fiihner, diese Zeitschr. 115, 235. 1921. 

4) H. Fiihner, Nachweis und Bestimmung von Giften auf biologischem 
Wege. Berlin, Wien 1911, 8S. 137. — Derselbe. Diese Zeitschr. 77, 408. 
1916. 
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Wirkungsstirke der wichtigsten Narkotica bisher vergleichend 
nicht festgestellt ist. Es wurden an ihm iiber 40 Substanzen 
gepriift. Die Bestimmung der Capillaraktivitat derselben 
geschah in dem bequemen und heute vielgebrauchten Stalag mo- 
meter von Traube. 

Das Froschherz wurde nach Straub (gerade enge Herz- 
kaniile durch die linke Aorta in den Ventrikel) isoliert und arbeitete 
mit etwa 4¥/,ccm Ringerlésung in gliserner, sauerstoffdurch- 
strémter feuchter Kammer. Die Bestimmung der Wirkungs- 
stirke der Narkotica in wasseriger Lésung wurde nach meiner !) 
beim Muscarin und Acetylcholin angegebenen Auswasch - 
methode vorgenommen, die ich neuverdings, zusammen mit Herrn 
Dr. Kuhn?), auch fiir die quantitative Bestimmung des Chloro- 
forms verwertet habe und die sich in gleicher Weise fiir andere Nar- 
kotica eignet. Je nach der Konzentration der Giftlésung und der 
schwiacheren oder starkeren herzschidigenden Wirkung derselben 
konnten bei Zimmertemperatur mehr oder weniger zahlreiche 
Vergiftungen an demselben Herzen groBer Wasserfrésche unter 
graphischer Registrierung vorgenommen werden. 

Da die Froschherzen sich, wie in meinen friiheren Bestim- 
‘mungen der Cholinester, auch gegeniiber den Narkoticis als ver- 
schieden empfindlich erwiesen, muBten sie zu Beginn der Prii- 
fungen erst geeicht werden. Dies geschah mit einer 7 proz. Alkohol- 
lésung (7 Vol.-Proz. Athylalkohol Kahlbaum 99,8%), welche an 
empfindlichen Herzen schon bei erstmaliger Einwirkung rasch voll- 
stindigen Stillstand von Ventrikel und Vorhof herbeifiihrt, meist 
aber erst nach wiederholter Vergiftung. Durch griindliches 
langeres Auswaschen mit Ringerlésung 14B8t sich die Herznarkose 
vollkommen beseitigen. Zwischen die Alkoholvergiftungen wurden 
solche mit den zu priifenden anderen Narkoticis eingeschaltet. 
Bei sehr empfindlichen Herzen, bei denen durch den 7 proz. 
Alkohol sofort Stillstand erfolgte, erwies es sich als zweckmiBig, 
schwichere Alkohollésungen, z. B. solche von 3,5% mit der zu 
priifenden Substanzlésung zu vergleichen. 

Zu den Versuchen fanden Narkoseither Schering, Aceton 
und Athylurethan Merck neben Urethan Héchst und Kahlbaum, 


1) H. Fihner, ebenda. 
2) C. Kuhn, Die quantitative Bestimmung des Chloroforms auf phar- 
makologischem Wege. Diss. Kénigsberg 1921. 
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dann Veronal und Isopral Bayer und Chloraithyl Henning Ver- 
wendung. Alle iibrigen Praiparate stammten von Kahlbaum, 
Berlin. Die am Froschherzen zu priifenden Léisungen wurden 
jeweils kurz vor den Versuchen hergestellt. Die kiuflichen Pri- 
parate wurden nicht weiter gereinigt, abgesehen von den Essig- 
estern, die vor dem Gebrauche durch Schiitteln mit trockenem 
Natriumcarbonat entsiuert wurden. 

Die erhaltenen Ergebnisse sind in verschiedenen Tabellen 
zusammengestellt, von denen zunachst die erste besprochen sei. 

In Tabelle I sind 41 Narkotica aufgefiihrt, die in wiisseriger 
Lésung unter den angegebenen Bedingungen Herznarkose be- 
wirken. Nicht aufgenommen sind die folgenden gepriiften 
Substanzen: Pentan, Hexan, Heptan, Octan, Pentachlorithan, 
Hexachlorithan, Amylnitrit. Ihre gesittigten Lésungen brachten 
keinen Herzstillstand hervor. 

Die Mehrzahl der gepriiften Produkte ist bei Zimmertempe- 
ratur fliissig. Diese wurden, mit Ausnahme des Athylchlorids, 
zu den Versuchen abgemessen und in Ringerlésung gelést. Die 
iibrigen wurden in gewogenen Mengen verwandt. Die dem Athy]- 
alkohol von 7 Vol.-Proz. als gleichwirksam befundenen Verdiin- 
nungen sind in Spalte 2 der Tabelle in Volumprozenten aufgefiihrt. 
Durch Multiplikation mit dem spez. Gewicht (vgl. Tabelle ITT) 
wurden die Werte der Spalte 3 in Gewichtsprozenten erhalten. 
Division durch 4/,, des Molekulargewichts (Spalte 1) ergab hieraus 
die Werte in Molen pro Liter (Spalte 4). Spalte 5 enthalt die in 
einem Stalagmometer, das fiir Wasser bei Zimmertemperatur 
39 Tropfen liefert, gefundenen Tropfenzahlen. 

Die Tabelle bringt zuerst die Werte fiir die gepriiften Al- 
kohole. Fir die normalprimaren Alkohole steigt das Wirkungs- 
verhiltnis der molaren isonarkotischen Mengen nach den hier 
vorliegenden Bestimmungen am isolierten Froschherzen sowohl 
bei Berechnung aus dem Verhiltnis Athyl- zu Propylalkohol oder 
Propyl- zu Butylalkohol, wie aus dem von Athyl- zu Heptyl- 
alkohol (hier durch Extraktion der 5. Wurzel) nicht genau um 
den Quotienten 3, entsprechend dem Traubeschen Capillargesetz, 
an, sondern um 3,37. Solche héheren Werte fand ich") friiher bei 
vergleichender Bestimmung der narkotischen Wirkungsstirke an 
zahlreichen Wassertieren. Es ist bemerkenswert, da8 sich ein 

1) H. Fiihner, Zeitschr. f. Biol. 57, 487. 1912. 
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Tabelle I. 
Narkotische Konzentration fiir das Froschherz. 





8 Ree 3 Bee Sea 
Substanz ||Molekul- | Vol.- Gew.- Molen | Tropfenzahl 
| Gewicht | Prozent Prozent | 





Methylalkohol 32 | 15,00 | 11,970 | 3,740 501/, 


Athylalkohol. . . | 46 | 7,00 | 5.551 1,206 51), 


Propylalkohol. . . | 60 2.75 | 2,216 0,369 511/, 
Isopropylalkohol . | 60 | 5,00 | 3,935 0,655 
Butylalkohol, norm. 74 100 | 0,810 0,109 
Isobutylalkohol. . 74 1,25 | 1,000 0,135 
Butylalkohol, tert. | 74 6,00 | 4,716 0,637 
Tsoamylalkohol . . | 0,40 | 0,324 0,039 
Amylalkohol, tert. | 2,00 | 1,620 0,184 
Heptylalkohol,norm. | 0,04 | 0,033 0,003 
Paraldehyd. . . . | y 2,00 1,980 0,150 
8,00 | 6,392 1,102 
3,00 | 2,160 0,292 
Essigs. Methyl . . 2,00 1,902 | 0,257 
ae. es 125 | 1,150 0,130 
Propyl . . 0,40 | 0,360 0,035 
Isopropyl . 0,70 | 0,637 | 0,062 
» Isobutyl. . 0,20 | 0,178 0,015 
Urethan (Athyl-) . | |} 2,000 | 0,224 
Pes (Propyl-). | 0,700 | 0,068 
Veronal — | 0,500 0,027 
i | 0,088 0,011 
0,150 0,009 
eee | 0,100 | 0,005 
Chloralhydrat. . . | | 0,500 0,030 
Methylenchlorid. . | 0,10 | 0,137 0,016 
Chloroform ... | | 0,06 | 0,090 0,007 
Tetrachlormethan . | 0,03 0,048 0,003 
Methylenbromid . | 0,10 0,250 | 0,014 
Bromoform. ... | | 0,01 {| 0,027 | 0,001 
Methyljodid ... | | 040 0,914 | 0,064 
Athylchlorid . . . | — | 0,300 | 0,046 3s 
Athylenchlorid . . | 0,25 | 0,312 0,031 39 
Athylidenchlorid . | 0,09 | 0,106 | 0,010 | 39 
Tetrachloréthan. . | 168 | 0,02 0,031 0,002 | 39 
Athylbromid ... | 108 | 0,25 | 0,362 0,033 | 39 
Athyljodid. ... || 156 | 0,10 | 0,194 0,012 | 39 
Propylchlorid .. | 78 0,15 | 0,133 0,017 | 39 
Propylbromid. . . | 123 | 0,07 0,101 | 0,008 | 39 
Isopropylbromid . | 123 | 0,10 | 0,131 0,010 39 
Propyljodid -+- 170 | 0,05 | 0,087 | 0,005 39 


solcher auch am isolierten Herzen des Frosches ergibt. Bei der 
Bestimmung der narkotischen Wirkung der Alkohole am ganzen 
Frosch fand ich damals den Quotienten 3,99; ein Ergebnis, das 
fiir eine héhere Empfindlichkeit des Zentralnervensystems gegen- 
iiber den héheren Alkoholen spricht, als sie der Herzmuskel auf- 
weist. Eigentiimlich erscheint in meinen Versuchen, daf die 
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gepriiften normalen Alkohole in isonarkotischer Konzentration 
fiir das isolierte Herz auch genau isocapillar sind: Athyl-, n-Propy]-, 
n-Butyl- und n-Heptylalkohol ergaben dieselbe Tropfenzahl von 
511/,—51'/,.  Hiernach nimmt die Capillaraktivitét wiasseriger 
Alkohollésungen auch nicht genau im Verhiltnis 1 : 3 : 3?... zu, 
sondern der Quotient ist auch hier etwas héher als 3. 

Wahrend demnach die normalen primaren Glieder 
der homologen Alkoholreihe in isonarkotischen Verdiin- 
nungen genau isocapillar sind, ist dies durchaus nicht der Fall 
bei den sekundiren und tertiaren Produkten: Zeigen die 
sekundiaren Isoalkohole (Isopropyl-, Isobutyl-, Isoamylalkohol) 
noch verhaltnismaBig geringe Unterschiede gegeniiber den normal- 
primiren Produkten, so werden diese dagegen sehr betrichtlich 
bei den tertiiren Alkoholen, von denen tertiirer Butyl- und 
Amylalkohol (Amylenhydrat) gepriift wurden. Zur Herznarkose 
geniigen vom n-Butylalkohol 1 Vol.-Proz., vom Isoalkohol 1,25. 
Vom tertiéren Produkt dagegen haben erst 6 Vol.-Proz. gleichstarke 
Wirkung. Der n-Butylalkohol von 1 Vol.-Proz. ergibt im Stalagmo- 
meter 511/, Tropfen, der 6proz. tertiire Alkohol 62%/, Tropfen. 
Isocapillar mit dem normalen Alkohol von 1 Vol.-Proz. ist eine etwa 
2proz. Lésung des tertiiren Produktes. Wie ich') schon friiher 
an anderer Stelle ausgefiihrt habe, ist demnach fiir die Alkohole 
mit verzweigter Kohlenstoffkette die capillare Wirksamkeit 
durchaus kein proportionales Ma8 ihrer pharmakologischen 
Wirkung. Der tertiire Butylalkohol ist am Herzen 3 mal weniger 
wirksam, als nach seiner Capillaraktivitat zu erwarten wire. 
DaB diese Wirkungsverminderung fiir die genannten Alkohole 
nicht nur fiir das Froschherz, sondern nach meinen?) alteren 
Bestimmungen auch fir die Narkose von Fischen (Ellritzen) 
und nach Overtons Priifungen fiir Kaulquappen gilt, zeigt 
die nachstehende kleine Tabelle II. 

In Tabelle I folgt auf die Alkohole Paraldeh yd und Aceton. 
Wahrend der Paraldehyd narkotisch etwas wirksamer ist, als 
seiner Oberflichenaktivitat entspricht, eine Erscheinung, die 
vielleicht auf geringe Verunreinigung durch Oxydationsprodukte 
zurickzufiibren ist, stimmt das Aceton in isonarkotischer Ver- 
diinnung genau mit dem Athylalkohol an Tropfenzahl iiberein. 


1) H. Fiihner und E. Neubauer, Zentralbl. f. Physiol. 20, 117. 1906. 
*) H. Fiihner, Zeitschr. f. Biol. 57, 469. 1912. 
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Tabelle II. 
Narkotische Konzentration. 











Ellritzen Kaulquappen Froschherz 
Gew.-Prozent Gew.-Prozent 


n-Propylalkohol 006 | 32,92 
ay I 0,77 3,93 
n-Butylalkohol 0,28 0,81 
Isobutylalkohol 0,18 0,33 1,00 
Tertiarbutylalkohol oe 100 | = 4,72 
n-Amylalkohol 0,04 — es 
Isoamylalkohol 0,05 0,20 0,32 

Tertidramylalkohol 0,50 1,62 

Besonders wichtig ist dann die Wirkungsstirke des Athers, 
verglichen mit seinem capillaren Verhalten. Isonarkotische Lé- 
sungen von Ather und Alkohol zeigen nahezu dieselbe Tropfen- 
zahl. Die zur Herznarkose nétige, etwas héhere Konzentration 
des Athers, als der Tropfenzahl des 7 proz. Alkohols entspricht, 
erklart sich durch Verdampfung aus der Lésung wihrend des 
Versuches. DaB der Ather aber trotz seiner groBen Fliichtigkeit 
fast dieselbe Tropfenzahl wie der Alkohol ergibt, zeigt die Unrichtig- 
keit der Anschauung Traubes, da8 Fiiichtigkeit und hoher 
Dampfdruck die fehlende Qberflichenaktivitaét mancher Sub- 
stanzen, wie z. B. des Chloroforms, erkliren. Fiiichtigkeit und 
Dampfdruck sind beim Ather bedeutend gréBer als beim Chloro- 
form; trotzdem stimmt er — im Gegensatz zum Chloroform — 
in isonarkotischer Konzentration capillar mit dem Alkohol 
iiberein. 

In der Tabelle folgen auf den Ather einige Essigester. 
Wie aus dem capillaren Verhalten hervorgeht, besitzen sie eine 
etwas héhere Giftigkeit als die bisher genannten Substanzen. 
Man wird geneigt sein, dies aus ihrer leichten Verseifbarkeit in 
wasseriger Lésung zu erkliren. Fiir die beiden gepriiften Ester 
der Carbaminsaure, das Athyl- und Propylurethan, 
kommt eine solche Erklarung jedenfalls nicht in Betracht, da 
beide in wisseriger Lésung bestiindig sind. Auch eine besondere 
spezifische Giftigkeit fiir das Herz, wie sie von halogenhaltigen 
Narkoticis angenommen wird, kommt den Urethanen nicht zu: 
das Athylurethan schidigt bei wiederholter Vergiftung das Herz 
nicht mehr als der Athylalkohol unter denselben Bedingungen. 
Ich habe Athylurethan drei verschiedener Fabriken vergleichend 
gepriift, um festzustellen, ob etwaige Verunreinigung die héhere 
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Wirksamkeit bedingt, als dem capillaren Verhalten entspricht: 
Alle drei Proben erwiesen sich als genau gleich wirksam. Mit der wirk- 
samen Konzentration von Athylurethan stimmt die entsprechende 
Verdiinnung von Propylurethan gut iiberein: beide Urethane 
sind nicht capillarinaktiv, aber sie beeinflussen die Oberflaichen- 
spannung des Wassers nicht entsprechend ihrer narkotischen 
Wirkungsstarke. Eine Athylurethanlésung von 2 Gew.-Proz. wirkt 
am Froschherzen so stark wie der 7 proz. Athylalkohol. Dieselbe 
Tropfenzahl wie diese Alkohollésung ergibt aber erst die Lésung 
von 7 proz. Urethan. Letzteres ist also am Froschherzen mehr wie 
3mal wirksamer, als seiner Oberflachenspannung entspricht. 

Die Urethane zeigen als erstes wichtiges Beispiel unter den 
gepriiften Narkoticis, daB es auch nach Versuchen am isolierten 
Froschherzen Substanzen gibt von starker narkotischer Wirk- 
samkeit, die schwach capillaraktiv sind. Diese Tatsache tritt uns 
noch deutlicher beim Veronal, am meisten ausgepragt unter den 
gepriiften halogenfreien Produkten beim Benzol entgegen. 

LaBt sich die starke Herzwirkung des Veronals noch etwa 
aus der sauren Reaktion seiner Lésungen verstiindlich machen, 
so fehlt jegliche derartige Erklarungsméglichkeit fiir das Benzol. 

Das Benzol lést sich wenig in Wasser, doch immerhin reich- 
lich genug, um in nicht einmal gesiattigter Lésung Stillstand des 
Froschherzens herbeizufiihren, der sich leicht durch Auswaschen 
beseitigen l4Bt. In dieser wirksamen Konzentration sind seine 
Lésungen vollkommen capillarinaktiv und ergeben, im Stalagmo- 
meter gemessen, genau die Tropfenzahl des Wassers. Aber auch 
die gesittigte Lésung, die nach unseren Bestimmungen etwa 
0,017 Molen pro Liter enthalt, zeigt im Stalagmometer die Tropfen- 
zahl des Wassers (= 39), waihrend der in Wasser weniger lésliche 
Heptylalkohol bei einer Konzentration von 0,004 Molen pro Liter 
die Tropfenzahl von 57 im gleichen Instrument ergibt. Auch die 
geringe Wasserléslichkeit des Beazols kann demnach nicht ent- 
scheidend sein fiir seine fehlende Capillarwirkung, ebensowenig 
seine Fliichtigkeit oder sein Dampfdruck. Bei einem Siedepunkt 
von 80° besitzt das Benzol einen Sattigungsdruck von 75 mm Hg; 
der Athylalkohol mit dem Siedepunkt 78° einen solchen von 44mm. 
Wie wenig der Dampfdruck maBgebend ist fiir das capillare Ver- 
halten, zeigt am besten neben dem erwahnten Beispiel des Athers 
das des Acetons: bei einem Siedepunkt von 56° gegeniiber dem 
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Athylalkohol mit 78° besitzt das Aceton einen 4fach héheren 
Sattigungsdruck (= 180 mm) als der Alkohol, der sogar den des 
Chloroforms (= 160mm) iibertrifft. Trotzdem erwiesen sich 
von Alkohol und Aceton isonarkotische Lésungen auch als iso- 
capillar. 

Das Benzol schlieBt sich demnach in seinem narkotischen 
und capillaren Verhalten an die friiher') gepriiften aliphatischen 
Kohlenwasserstoffe, Pentan, Hexan, Heptan und Octan an, 
deren Wasserléslichkeit zwar nicht ausreichend ist zur Herznarkose, 
die aber als Inhalationsnarkotica am Warmbliiter wirksam sind. 

In der Tabelle I folgen auf das Benzol die halogenhaltigen 
Narkotica. Vorangestellt sind 3 Substanzen, die in narkotischer 
Konzentration wenigstens noch in geringem Mafe capillaraktiv 
sind, wahrend alle iibrigen (16) Substanzen in dieser Konzentration 
die Tropfenzah] des Wassers aufweisen. 

Von den ersten 3 Substanzen ist Isopral und Chloreton 
fiir das Verstaindnis des capillaren Verhaltens der ganzen Gruppe 
besonders wichtig. Isopral ist Trichlorisopropylalkohol, Chloreton 
(Acetonchloroform) ein Trichlortertiirbutylalkohol. Vergleicht 
man den Trichlorisopropylalkohol mit dem Isopropylalkohol in 
seiner narkotischen Wirkungsstirke, so findet man, daB die 
Substitution von 3 H-Atomen durch 3 Cl-Atome den Wirkungs- 
grad etwa 70fach gesteigert hat (0,655 : 0,009). Demgegeniiber 
vermehrt die Chlorierung die capillare Wirksamkeit in viel 
geringerem Mae: eine gewisse Steigerung laBt sich zwar nach- 
weisen, insofern die molare Menge von 0,009, welche beim Isopral 
immerhin eine schwache Oberflichenaktivitaét zeigt, beim chlor- 
freien Produkt ohne Wirkung ist. Isocapillar (= 54 Tropfen) mit 
der narkotischen Isopropylalkoholverdiinnung von 0,655 Molen pro 
Liter ist aber erst eine Isoprallésung von 1,5 Gew.- Proz. (=0,09Molen 
pro Liter), also genau die zehnfache Konzentration der narkotisch 
wirksamen Menge. Ein entsprechendes Verhalten mit noch 
gréBeren narkotischen Wirkungsunterschieden zeigt der tertiire 
Butylalkohol und das Chloreton. 

Capillar weniger wirksam als die gechlorten Alkohole ist der 
gechlorte Aldehyd, das Chloralh ydrat, in der als isonarkotisch 
angenommenen Verdiinnung von 0,5 Gew.-Proz., welche in Wirk- 
lichkeit mit dem 7proz. Alkohol nicht genau vergleichbar ist 
3) HL. Fithner, diese Zeitschr. 115, 235. 1921. 
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wegen der langsamen Einwirkung der Substanz, die sich am 
Froschherzen wie an anderen biologischen Objekten geltend macht. 
Die angegebene Konzentration von 0,5% ist zu hoch bemessen 
und wiascht sich darum am Froschherzen sehr schlecht aus. Sie 
gibt im Stalagmometer gegeniiber dem Wasser eine Vermehrung 
der Tropfenzahl um etwa '/, Tropfen. Um z. B. die Tropfenzahl 
zu erreichen, welche die wirksame Chloretonverdiinnung von 
0,1% ergibt, d. h. 413/, Tropfen, ist schon eine 2,5 proz. Chloral- 
hydratlésung nétig, also die 5fache der angenommenen narko- 
tischen Konzentration. 

Von diesen 3 Beispielen halogenhaltiger capillaraktiver Sub- 
stanzen zeigen namentlich iiberzeugend die beiden Alkohole 
in Vergleichung mit den chlorfreien Ausgangssubstanzen, daB 
Halogenierung zwar sowohl narkotische Wirkung wie Oberflachen- 
aktivitét steigert, aber nicht in entsprechendem Mabe: die 
narkotische Wirkung nimmt durch die Chlorsub- 
stitution auBerordentlich viel mehr zu als die Ca- 
pillaraktivitat. Damit erklart sich, daB die gechlorten Al- 
kohole, als Abkémmlinge der stark capillaraktiven Alkohole, in 
isonarkotischer Verdiinnung eine schwache Capillaraktivitat ge- 
rade noch erkennen lassen, wahrend Chloroform und die anderen 
gepriiften Produkte, deren Muttersubstanzen die capillar kaum 
wirksamen Kohlenwasserstoffe sind, in narkotischen Verdiinnungen, 
ja z.T. auch noch in ihren gesattigten wasserigen Lé- 
sungen, capillarinaktiv sind. 

Wie Tabelle III zeigt, gilt dies fiir die Mehrzahl der gepriiften 
halogenhaltigen Substanzen, wobei bemerkt sei, daB die Konzen- 
tration der gesittigten Lésung z. T. ein Vielfaches der narkotischen 
Konzentration darstellt. Beim Chloroform ist die gesittigte 
Lésung etwa 9mal stirker als die narkotische. Man kann eine 
derartige Lésung wiederholt durch das Stalagmometer tropfen 
lassen, bis schlieBlich soviel Chloroform verdampft ist, daB sie keinen 
Stillstand meh: am Froschherzen hervorruft. Das Chloroform lést 
sich in Wasser zu 0,5 Vol.-Proz. oder 0,06 Molen pro Liter. Dieser 
Konzentration ist eine Atherlésung von etwa 0,6 Vol.-Proz. aqui- 
molekular. Wiahrend diese Chloroformlésung nur die. Tropfen- 
zahl des Wassers (= 39) im Stalagmometer gibt, erhalt man von 
einer 0,5 proz. Atherlésung 43 Tropfen und noch von einer 0,2 proz. 
Lésung 41 Tropfen. Dabei besitzt der Ather bei einem Siedepunkt 
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Tabelle III. 























Wasserlislichkeit. 
Ig | Léslichkeit | Léslichkeit| Molen Trop- | Léstichk. n 
i Spez. | in in pro fen- |Rex')u.a.in 
i Gew. | Vol.-Proz. | Gew. -Proz. | Liter | tabl _Gew. “Pros. 
Methylalkohol .. . 0,80 mischbar | mischbar; — | — 1 — 
Athylalkohol .. . | 0,79 » | “ —/—; — 
Propylalkohol. . . . | 0,80 ears ee eee eee ee ee eee 
Isopropylalkohol . . | 0,78 + os jo o— —; — 
Butylalkohol, norm. /0,81| 8,40 6,80 | 0,919)99 = 
Isobutylalkohol . . . | 0,80; 12,50 | 10,00 | 1,351) — — 
Butylalkohol, tert. . | 0,78 — mischbar| — — — 
Isoamylalkohol . . . | 0,81 | 2,02 | 0,230) 82 2,6 
Amylalkohol, tert. . | 0,81 15, 3 oe} ian | — 
Heptylalkohol, norm. | 0,82) 0,12 | 0,10 | 0,008|57 | — 
Paraldehyd ... . | 0,99) 12,12 | 12,00 | 0,009) —| — 
I = kia va 0,80| mischbar| mischbar| — _ -- 
es ge sg 4 0,72| 9,00 | 6,48 | 0,875} —| 6,48 
Essigs. Athyl .. . |0,92) 7,00 | 6,44 | 0,731/75'/,) — 
»  Propyl .. . |0,90; 2,30 | 2,07 | 0,203/691/,; — 
» Isopropyl. . |0,91| 3,00 | 2,73 | 0,267|72 sin 
»  Isobutyl. . . | 0,89; 0,60 | 0,53 | 0,046| 63 vA o 
Urethan (Athyl-). . | — | — | 100,00 | 11,236) — — 
NRE 6 6? ure f—} — | 0,50 | 0,027) 42 — 
OS eae | 0,88 | 0,16 | 0,14 | 0,018)39 | 0,072 
Isopral ......4—{| — %$|>1,70 |>0,104; —| — 
Chloreton ..... Cae 0,50 | 0,028|\50 | — 
Chloralhydrat. .../—| — 66,66 | 4,040; —| — 
Methylenchlorid 1,37; 1,30 1,78 | 0,209/40%/,, 2,0 
Chloroform. ... . 1,50/ 0,50 0,75 | 0,063/39 0,82—0,62 
Tetrachlormethan . . |1,60/ 0,04 0,06 0,004/39 | 0,08 
Methylenbromid 2,50; 0,46 1,151)| 0,065.39 | 1,15 
Bromoform 12.77| 0,05 0,14 | 0005/39 | — 
Methyljodid . . 12,28; 0,62 143 | 0,100\39 | 1,41 
Athylchlorid . -i— — 0,57%)| 0,088|39 | 0,57 
Athylenchlorid . . . | 1,25) 0,60 0,75 | 0,075'41 | 0,87 
Athylidenchlorid . . |1,18| 0,50 0,59 0,006\39 | 0,55 
Tetrachlorathan 1,58; 0,12 0,19 | 0,011/41 | 0,20 
Athylbromid . . 11,45) 0,70 1,01 0,093 | 39 | 0,91 
Athyljodid. . ... 1,94; 0,20 0,39 0,025'39 0,40 
Propylchlorid .. . | 0,89) 0,45 0,40 | 0,051/39 | 0,27 
Propylbromid .. . |1,35| 0,20 0,27 | 0,022/39 | 0,24 
Isopropylbromid . . |/1,31 0,25 0,33 0,026.39 | 0,32 
Propyljodid ... . |1,74| 0,05 0,09 | 0,005'39 | 0,10 














von 35° den hohen Sittigungsdruck von 433 mm Hg, wahrend das 
Chloroform mit dem Siedepunkt von 61° nur einen solchen von 
160 mm aufweist. Fliichtigkeit und hoher Dampfdruck kénnen 
demnach die fehlende Oberflichenaktivitaét des Chloroforms nicht 
erklaren: 


a Vel. A. Rex, Zeitschr. f. physikal. Chemie 55, 355. 1906; V. Roth- 
mund, Léslichkeit und Léslichkeitsbeeinflussung. Berlin 1907. 8S. 75; 
E. Frey, diese Zeitschr. 40, 34. 1912; W. Plétz, ebenda 103, 265. 1920. 
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Die halogenhaltigen Narkotica gelten als besonders starke 
Herzgifte. Man kénnte denken, da8 nur bei der Herznarkose, 
nicht bei der Narkose des Zentralnervensystems, solch bedeutende 
Unterschiede zwischen halogenhaltigen und halogenfreien Sub- 
stanzen bestehen, wie sie in meinen Versuchen gefunden wurden. 
Doch berechnet sich bemerkenswerterweise aus Overtons Nar- 
koseversuchen an Kaulquappen das gleiche Wirkungsverhiltnis 
zwischen den beiden Reihen von Substanzen wie aus meinen 
Herzversuchen. Dies soll zunachst eine Vergleichung der Wirkungs- 
stirke von Chloroform, Ather und Athylalkohol zeigen: 


Chloroform Ather Alkohol Molenverhiltnis 


Kaulquappen (Overton). 0,0014 0,060 0,29 1: 42 : 207 
Froschherz (Fiihner) . . 0,007 0,292 1,20 1:41:172 
- (Dieballa). . 0,010 0,384 2,04 1 : 36 : 192 


Wie aus dieser Zusammenstellung ersichtlich, ist das Wir- 
kungsverhaltnis von Chloroform zu Ather an Kaul- 
quappen gleich 1 : 42, an Froschherzen gleich 1:41. Das Ver- 
hiltnis Chloroform zu Alkohol zeigt in meinen Versuchen eine 
etwas gréBere Abweichung von Overtons Werten; dagegen 
deckt sich nahezu vollkommen mit diesen das Ergebnis von 
Versuchen, die friiher Dieballa!) am Froschherzen unter Ver- 
wendung des Williamsapparates gemacht hat. Daf auch im iibrigen 
ein weitgehender Parallelismus zwischen meinen Herznarkose- 
werten und den Werten Overtons an Kaulquappen besteht, 
zeigt Tabelle IV. 

Im Durchschnitt war in meinen Versuchen, wie die Tabelle IV 
zeigt, eine etwa 5 mal héhere Narkoticumkonzentration zur Herbei- 
fiihrung des Herzstillstandes erforderlich als sie Overton zur 
Narkose von Kaulquappen benétigte, und dies beim Chloroform 
z. B. in gleicher Weise wie beim Ather. 

Die Narkoseversuche am Froschherzen wie die an Kaulquappen, 
verglichen in ihren Ergebnissen mit der Oberflichenaktivitat 
der Narkotica, zeigen demnach, da8 zwar fiir eine Anzahl Sub- 
stanzen, die sich um die Reihe der normal-primaren Alkohole 
scharen, wie Ather, Paraldehyd und Aceton, ein auffalliger 
Parallelismus besteht zwischen Oberflachenaktivitat und narko- 
tischer Wirkung, da8 dies aber durchaus kein allgemeines Ver- 


1) G. Dieballa, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 34, 154. 1894. 
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Tabelle IV. 
Narkotische Konzentration. 





Wirkungs- 
unterschied 


|| Kaulquappen Froschherz | 
| nach Overton nach Fiihner | 


| Mol. pro Liter Mol. pro Liter | 


0,52—0,62 | 3,740 
Athylalkohol 0,27—0,31 | 1,206 
Propylalkohol 0,11 | 0,369 
Isopropylalkohol 0,13 0,655 
Butylalkohol, norm... . . 0,038 0,109 
Isobutylalkohol 0,045 0,135 
Butylalkohol, tert 0,130 0,637 
Isoamylalkohol 0,023 0,039 
Amylalkohol, tert. .... 0,057 0,184 
Paraldehyd 0,025 0,150 
0,26 1,102 
0,292 
Essigsaures Methyl... . 0,257 
si ae y 0,130 
vs Propyl . . . . | 0,0098—0,012 0,035 
ie Isobutyl .. . 0,0057 0,015 
Urethan (Athyl-) | 0,037—0,045 0,224 
Benzol 0,011 
Chloreton 0,005 
Chloralhydrat 0,030 
Chloroform 0,007 
Tetrachlormethan 0,003 
Athylchlorid | =: 0,046 
Athylenchlorid 0,031 | 
Athylbromid 0,0023 —0,0031 | 0,033 
Athyljodid i a 
Mittelwert: 5,4 mal 


~ 


« 
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halten der Narkotica ist. Sicherlich bildet fiir die halogenhaltigen 
Narkotica der Teilungskoeffizient zwischen 61 und Wasser 
ein besseres proportionales Ma8 ihrer Wirkungsstirke als Bestim- 
mungen der Oberflichenaktivitét ihrer wisserigen Lésungen. 
Auch schon die Wasserléslichkeit derselben geht ihrer nar- 
kotischen Wirkung weitgehend parallel, und da bei den in Wasser 
schwer léslichen Substanzen genaue Bestimmungen von Teilungs- 
koeffizienten direkt kaum ausfiihrbar sind, so besitzen schon die 
einfachen Léslichkeitsbestimmungen eine gewisse praktische Be- 
deutung. 

Ordnet man alle gepriiften halogenhaltigen Narkotica in 
auf- oder absteigender Reihenfolge ihrer Wirksamkeit am Frosch- 
herzen untereinander und daneben ihre Wasserléslichkeit, so 
ergibt sich kein vollkommen symbater Verlauf beider Reihen. 


1) Nach H. Meyer und Baum l. c. 
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Vergleicht man dagegen die che misch verwandten Produkte 
und ordnet dementsprechend zu Gruppen wie in Tabelle V, so 
ergibt sich vollkommener Parallelismus in der Richtung, da8 in 


Tabelle V. 
Narkotische Konzentration und Wasserléslichkeit. 









































Siede- | Narkotische at 
Molekul. Léslichkeit 
punkt | Konzentration 
ea LS a Gewicht ae Mol. pro Liter Mol. pro Liter 
Chloralhydrat ...... | 165 | 97 0,030 4,040 
WE S2 gee eo 6 163 150 0,009 > 0,104 
EN erecPae are 177 167 0,005 0,028 
Methylenchlorid ..... 85 41 0,016 0,209 
CI a i | 119 61 0,007 0,063 
Tetrachlormethan ... . 154 76 0,003 0,004 
Methylenchlorid ..... 85 41 0,016 0,209 
Methylenbromid .... . 174 98 0,014 0,065 
RESIS Mar a erate 119 61 0,007 0,063 
ET SR rae | 253 151 0,001 0,005 
Athylchlorid. ...... 64 12 0,046 0,088 
Athylenchlorid. .... . 99 83 0,031 0,075 
Tetrachlorithan ..... 168 135 0,002 0,011 
Pentachlorithan .... . 202 159 _ 0,0006*) 
Hexachlorithan ..... 237 185 _ 0,00007 *) 
ye oo Teh ea PRR 142 43 0,064 0,100 
aS shane 156 72 0,012 0,025 
Propyljodid ....... 170 102 0,005 0,005 
Propylbromid ...... 123 71 0,008 0,022 
Isopropylbromid .... . 123 60 0,010 0,026 
Athylchlorid. ...... 64 12 0,046 0,088 
Athylbromid ...... 108 38 0,033 0,093 
pS Se ee 156 72 0,012 0,025 
Propylehlorid ...... 78 46 0,017 0,051 
Propylbromid ...... 123 71 0,008 0,022 
Een | 170 102 |; Q,005 0,005 


jeder der kleinen Gruppen die Wirksamkeit ansteigt mit abneh- 
mender Wasserléslichkeit. Sinkt die Wasserléslichkeit unter eine 
gewisse Grenze, so verschwindet die narkotische Wirkung am 
Herzen, wie das in der Gruppe der gechlorten Athane ersicht- 
lich ist. 

Die narkotische Wirkung steigt in jeder Gruppe gleichzeitig 
mit Molekulargewicht und Siedepunkt, die in Tabelle V neben 
der Wasserlislichkeit aufgenommen wurden. 


1) W. Plétz, diese Zeitschr. 103, 265. 1920. 
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Die Anordnung der Narkotica in der genannten Weise laBt 
zugleich andere Gesetz maBig keiten in den Gruppen erkennen: 
Besonders wichtig erscheint, daB die narkotische Wirkungsstirke 
bei der Chlorsubstitution des Wasserstoffs in Methan und 
Athan mit der Anzahl der Chloratome zunimmt: wie in Overtons 
Versuchen an Kaulquappen ist Tetrachlormethan am Herzen etwa 
doppelt so wirksam wie Chloroform. Bei Hiamolyseversuchen 
von Plétz') erwies sich das Tetrachlorprodukt als 8—19mal 
wirksamer wie das Trichlorprodukt. Dagegen war das vollstindig 
gechlorte Produkt in meinen Inhalationsversuchen an Mausen 
wie in alteren Versuchen von Kionka?) an Kaninchen und von 
Leh mann’) an Katzen weniger wirksam wie das Chloroform, Unter- 
schiede, auf die in einer spiteren Arbeit weiter einzugehen ist. 

Bei den gechlorten Athanen steigt die Wirksamkeit bis zum 
Tetrachlorprodukt, das als Narkoticum des Froschherzens in 
dieser Gruppe am wirksamsten ist, wihrend Penta- und Hexa- 
chlorprodukt zur Herznarkose zu wenig wasserléslich sind, wie 
auch zur Hamolyse nach Plétz. Am ganzen Frosch zeigt nach 
Binz*) auch noch das Hexachloraithan, inhaliert, narkotische 
Wirkung. 

Am Froschherzen sind die Brom produkte wirksamer als 
die entsprechenden Chlorprodukte. So besitzt Bromoform etwa 
die doppelte Wirksamkeit des Chloroforms. Am wirksamsten 
sind die Jodprodukte, wie die beiden Reihen Athylchlorid, 
-bromid und -jodid und Propylchlorid, -bromid und -jodid in 
gleicher Weise zeigen. Ein konstanter Quotient laBt sich aus 
diesen beiden Reihen und den anderen vergleichend gepriiften 
Substanzen fiir die Halogensubstitution nicht berechnen. Dagegen 
ergibt sich, wie Tabelle VI zeigt, fiir die Glieder homologer 
Reihen Athyl- und Propylchlorid, Athyl- und Propylbromid 
und Athyl- und Propyljodid als mittlerer Quotient 3,1 und be- 
merkenswerterweise fiir die Wasserléslichkeit nach eigenen und 
fremden Bestimmungen 3,4—3,6. Soweit die wenigen gepriiften 
Glieder homologer Reihen Schliisse gestatten, scheint auch hier 


1) W. Plétz, diese Zeitschr. 103, 264. 1920, 
*) H. Kionka, Arch. intern. de Pharmacodyn. et de Thérap. 7, 494. 
1900 


3) K. B. Lehmann, Arch. f. Hyg. 74, 4. 1911. 
4) C. Binz, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 34, 199. 1804. 
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Tabelle VI. 
Narkotische Konzentration und Wasserléslichkeit. 


eae mag eri Léslichkeit = 
Nach Frey’) u. Rex*) 








y — 


|  Konzentration | Rigene Bestimmung | 


if — 
|| Mol. pro Liter; Q. 


Mol. pro Liter | Q. [Mol proLiter! Q. 

















Athylchlorid. . .| 0,046 | 9] 0,088) 1.7| 9,088) | os 
Propylchlorid . .| 0,017 | ” 0,051 | ” 0,035 |” 
Athylbromid. . . 0,033 | 4,] 0,093 | go] 0,08 | go 
Propylbromid . .|| 0,008 | ™ —° i= 0,020 |” 
Athyljodid ...]| 0,012 | 94] 0,025 | ,9| 0,026 | 4 
Propyljodid . . . 0,005 | “’ 0,005 | *’ 0,006 |’ 

Mittelwert: 3,1 | Mittelwert: 3,4 | Mittelwert: 3,6 





am Froschherzen das von mir an anderen homologen Reihen 
aufgefundene Gesetz der Wirkungszunahme von einem Gliede zum 
anderen um einen Faktor, der zwischen 3 und 4 liegt, zu gelten, 
und zwar, wie in meinen Versuchen an Mausen mit den Kohlen- 
wasserstoffen Pentan, Hexan, Heptan und Octan unabhingig 
vom capillaren Verhalten, dagegen offenbar parallel der Léslich- 
keitsabnahme in Wasser. 

Besteht unter den genannten Einschrankungen befriedigende 
Ubereinstimmung zwischen Wasserléslichkeit und nar- 
kotischer Wirkungsstarke bei den halogenhaltigen Nar- 
koticis, so fragt es sich, inwieweit beide parallel gehen bei der 
Vergleichung halogenhaltiger und halogenfreier Substanzen, und 
dann bei letzteren unter sich. 

Da erscheint zunichst das Verhalten von Chloroform und 
Ather wichtig: Aus Bestimmungen am Froschherzen und an 
Kaulquappen berechnet sich, wie friiher erwihnt, ein Wirkungs- 
verhaltnis von etwa 1 : 40. Die Wasserlislichkeit beider verhalt 
sich dagegen wie 1 : 14 bis 1: 17. Stimmt dieses Verhiltnis mit 
dem erstgenannten nicht iiberein, so ist doch zu beriicksichtigen, 
da8 unter anderen Bedingungen auch fiir die pharmakologische 
Wirkungsstarke der beiden Narkotica andere Werte gefunden 
werden. Aus den Himolyseversuchen von Apitz und Koch- 
mann®) ergibt sich ein Wirkungsverhiltnis von 1 : 26 und in 
Narkoseversuchen am ganzen Frosch fand ich sogar das Ver- 


1) E. Frey, diese Zeitschr. 40, 29. 1912. 

*) A. Rex, Zeitschr. f. physik. Chemie 54, 55. 1906. 

8) G. Apitz und M. Kochmann, Arch. f. experim. Pathol. u. Phar- 
makol. 87, 227. 1920. 








Die Wirkungsstirke der Narkotica. 159 


haltnis 1 : 14 wieder. Wenn demnach auch die am Froschherzen 
erhaltenen Werte mit denen der Wasserléslichkeit nicht iiber- 
einstimmen, so zeigen meine Ausfiihrungen, die in einer spiteren 
Arbeit weiter verfolgt werden sollen, daB es Bedingungen gibt, 
unter denen diese Ubereinstimmung von pharmakologischem 
Verhalten und Wasserléslichkeit erhalten wird. 

Kin anderes Beispiel mag zeigen, da8 auch in homologen 
Reihen halogenfreier Substanzen Parallelismus besteht. Aus der 
Wirkungsstirke von Athyl- und Propylacetat am Herzen 
(Tabelle I) berechnet sich der Quotient 3,7; aus der Wasser- 
léslichkeit beider (Tabelle III) 3,6. Doch mu8 die Wasserlislich- 
keit als MaBstab versagen bei Substanzen, die mit Wasser in 
jedem Verhiltnis mischbar sind, wie Methyl-, Athyl-, Propyl- 
alkohol und Aceton. Um fiir diese Substanzen Léslichkeitswerte 
zu erhalten, die den Narkosewerten parallel verlaufen, mu8 ihre 
Wasserloéslichkeit herabgesetzt werden, und dies gelingt 
bekanntlich durch Zusatz von Salzen zu den Lésungen. Dazu 
eignen sich durchaus nicht alle Salze. Nach meinen Versuchen 
kommen fiir vergleichende Bestimmungen an den Narkoticis 
in erster Linie Calciumchlorid und Kaliumcarbonat in 
Betracht. Die Tabellen VII und VIII enthalten die Ergebnisse 


Tabelle VII. 


Léslichkeit in 20proz. Calciumchloridlésung und narkotische 
Konzentration. 








. . 7, | 
! Loctichivett in 20 proz. CaCl, * | | Wirkungs- 
| 
| 


Vol-Proz. | Gew.-Proz. [Mol pr.Liter Mol. pr. Liter| unterschied 














4,76 343 | 0,463 | 0,292 | 16 
qo 4,75 4,70 | 0,356 0,150 | 2,3 
Propylalkohol. . . | 32,43 | 26,14 | 4,356 0,369 | 11,7 
Isoamylalkohol . . | 1,57 1,28 0,145 0,039 3,6 
Amylenhydrat . . | 6,54 5,42 0,615 0,184 3,4 
Essigither . . j 4,40 4,05 0,459 0,130 3,5 
Urethan (Athyl-) z — 19,04 2,139 0,224 9, 
Benzol 0,14 0,12 0,016 0,011 1 
Methylenchlorid . | 0,99 1,36 0,159 0,016 9 
Chloroform. . ..j| 0,49 0,75 0,063 0,007 9 
Methylenbromid . | 0,34 0,85 0,049 0,014 3, 
1 
1, 
3 
3, 
4, 


> 





5 


, 





ee on ae 1,36 0,096 0,064 
Athylenchlorid .. | 0,40 | 0,50 0,050 0,031 
Athylbromid ...| 0,70 | 1,01 0,093 0,033 
Propylchlorid ..| 0,40 0,35 0,045 0,017 


Mittelwert: 


, 














7 
4 
0 
5 
6 
6 
1 
7 
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Tabelle VIII. 
Léslichkeit in 20proz. Kaliumcarbonatlésung und narkotische 























Konzentration. 
Narkot. 

2 Léslichkeit in 20 proz. K,CO, Kourent, | Witkungs- 

Vol.-Proz. | Gew.-Proz. |Mol. pr.Liter | Mol. pr.Liter unterschied 
pS ae CaN 1,96 1,41 0,191 0,292 0,6 
Paraldehyd ... 0,99 0,98 0,074 0,150 0,5 
SA ena 19,36 15,46 2,665 1,102 ; 
Athylalkohol . . . | 31,51 24,95 5,423 1,206 , 
Propylalkohol. . . 7,41 5,97 0,995 0,369 y 
Isoamylalkohol . . 0,34 0,27 0,031 0,039 A 
Amylenhydrat . . 1,96 1,62 0,184 0,184 ’ 
igither . . 2,34 2,16 0,245 0,130 i 


8,82 0,991 0,224 


Urethan (Athyl-) 
Benzol 


22S ONS eS PO DD 
CwepRoOoUoomude 




















ates ees 0,80 0,07 0,009 0,011 ; 
Methylenchlorid 0,50 0,68 0,080 0,016 J 
Chloroform. . . . 0,30 0,45 0,038 0,007 ; 
Methylenbromid 0,14 0,35 0,020 0,014 ; 
Methyljodid ... 0,50 1,14 0,080 0,064 : 
Athylenchlorid . . 0,22 0,27 0,027 0,031 ' 
Athylbromid . . . 0,60 0,87 0,080 0,033 ,0 
Propylchlorid 0,42 0,37 0,047 0,017 2,8 





Mittelwert: 2,2 


einer Anzahl derartiger Bestimmungen mit den beiden Salzen 
in 20proz. Lésung. Die Tabellen enthalten auBer den Angaben 
iiber die Léslichkeit der Narkotica in den Salzlésungen die nar- 
kotische Konzentration fiir das Froschherz und den durch Division 
der Léslichkeit durch die Wirkungsstarke gewonnenen Wirkungs- 
unterschied. 

Die Léslichkeit der Narkotica, in Wasser sowohl wie in der filtrierten 
Lésung von trockenem Calciumchlorid und Kaliumcarbonat, wurde in 
einfachster Weise dadurch bestimmt, daB zu entsprechenden Mengen 
(meist 50 oder 100 ccm) in einem MeB8zylinder mit Glasstépsel mit der 
Pipette abgemessene oder abgewogene Mengen des Narkoticums solange 
gugesetzt wurden, als beim Umschiitteln vollstandige Lésung erfolgte. 
Wie fiir die Wasserléslichkeit aus Tabelle III ersichtlich ist, in der zur 
Vergleichung Werte nach Rex, Rothmund u. a. aufgenommen wurden, 
ergab sich fiir unsere Zwecke ausreichende Genauigkeit der Resultate. 

In beiden Tabellen fehlt der Methylalkohol, der zwar durch 
viel Kaliumcarbonat ,,aussalzbar“‘ ist, aber sich in der gebrauchten 
20 proz. Lésung nicht abscheidet. Durch Calciumchlorid kann 
offenbar weder Methyl- noch Athylalkohol aus seiner Lésung 
verdringt werden, sondern erst der Propylalkohol. Erscheint 
demnach von vornherein das Kaliumcarbonat fiir die Versuche 
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geeigneter, so mu8 doch betont werden, da8 manche Produkte, 
wie Chloralhydrat oder Isopral, infolge der stark alkalischen 
Reaktion der Lésung rasch zersetzt werden und eine Léslichkeit 
itiberhaupt nicht bestimmt werden kann, wihrend aus dem gleichen 
Grunde andere Produkte, wie die Ester, zu hohe Werte ergeben. 
Das Calciumchlorid dagegen lést sich in manchen der organischen 
Substanzen und verdrangt dieselben darum nicht entsprechend 
aus ihrer Lésung. Vielleicht liefert eine Mischung von Calcium- 
chlorid mit einem anderen Elektrolyten oder Nichtelektrolyten 
Léslichkeitswerte, die mit den narkotischen Konzentrationen 
besser parallel gehen als die gefundenen. Inwieweit narkotische 
Konzentration, Wasserléslichkeit, Léslichkeit in 20proz. CaCl, 
und K,CO, symbat verlaufen, zeigt am besten eine Zusam men- 
stellung, in der die Substanzen nach ihrer narkotischen 
Wirkungsstarke angeordnet sind (Tabelle IX). 


Tabelle IX. 


Narkotische Konzentration, Wasserléslichkeit und Léslichkeit 
in CaCl,- und K,CO,-Lésung. 





























Narkot. Wasser- Léslichkeit Léslichkeit 
Konzent, lislichkeit | in CaCl, 20proz. | in K,CO,20proz. 
| Mol. pro Liter | Mol. pro Liter | Mol. pro Liter | Mol. pro Liter 

Athylalkohol eat 1,20 mischbar mischbar 5,42 
DR eae es 1,10 - be 2,66 
Propylalkohol. . . . 0,37 a 4,36 0,99 
Ee ae rae 0,22 11,23 2,14 0,99 
Ea 0,29 0,87 0,46 0,19 
Amylenhydrat .. . 0,18 | 1,42 0,61 0,18 
Paraldehyd .... 0,15 | 0,91 0,36 0,07 
Essigither ... . . 013 | 0,73 0,46 0,24 
Methyljodid .... 0,06 | 0,10 0,09 0,08 
Isoamylalkoho!l . . . 0,04 | 023 0,14 0,03 
Athylbromid .. . . 0,03 0,09 0,09 | 0,08 
Athylenchlorid . . . 0,03 0,07 0,05 | 0,08 
Propylchlorid. . . 0,017 0,051 0,045 | 0,047 
Methylenchlorid. . . 0,016 0,209 0,159 | 0,080 
Methylenbromid . . 0,014 0,065 0,049 0,020 
ER a ae 0,011 0,018 | 0,016 | 0,009 
Chloroform. .... 0,007 0,063 0,063 | 0,038 





Wie schon, bei Besprechung der halogenhaltigen Narkotica 
in Tabelle V hervorgehoben wurde, zeigt eine solche Anordnung 
weder fiir diese Gruppe allein noch auch fiir die halogenfreien 
Produkte vollstiindiges Gleichgehen der Werte fiir Narkose und 
Wasserléslichkeit, und hierin zeigt sich auch keine durchgreifende 
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Anderung bei den Bestimmungen der Léslichkeit in Salzlésungen. 
Bemerkenswert bleibt immerhin auch in dieser Zusammenstellung, 
daB8 sich fiir Narkose und Léslichkeit Werte ents prechender 
GréBenordnung fast ausnahmslos ergeben. Dividiert man, 
wie in Tabelle VII und VIII, die Léslichkeit durch die narkotische 
Konzentration, so gelangt man bei der Calciumchloridlésung 
zu einem Mittelwerte von 4,6, bei der Kaliumcarbonatlésung zu 
einem solchen von 2,2. Beim Calciumchlorid liegen die einzelnen 
Werte zwischen 1,6 und 11,7, beim Kaliumcarbonat zwischen 
0,5 und 5,4. Vergleicht man hiermit Werte, wie sie von Meyer 
und Gottlieb-Billroth') durch Multiplikation der nar- 
kotischen Konzentration fiir Kaulquappen mit den Teilungs- 
koeffizienten zwischen 6] und Wasser erhalten wurden, so zeigen 
diese durchaus keine gréBere Ubereinstimmung als die hier ge- 
fundenen Zahlen. 

Nach den Genannten erhalt man fiir die Nark otica Werte, 
die ihrer Wirkungsstarke proportional sind bei Bestimmung 
ihrer Léslichkeitskoeffizienten in O01. Eine Bestimmung 
des Teilungskoeffizienten zwischen 0] und Wasser erscheint tiber- 
fliissig. Die Wirkungsstirke eines Narkoticums ist aber physi- 
kalisch-chemisch auch in seiner wasserigen Lésung meBbar: 
dies ergibt sich fiir eine Anzahl Substanzen aus dem Parallelgehen 
von Oberflachenaktivitat der wasserigen Lésung und Wir- 
kungsstirke nach Traube, fiir die meisten aus Bestimmungen 
ihrer L6slichkeit in reinem Wasser oder in Salzlésung, 
wie dies hier gezeigt werden konnte. 


Zusammenfassung. 


Am isolierten Froschherzen wurde, vergleichend mit Athy]- 
alkohol von 7 Vol.-Proz., die isonarkotische Konzentra- 
tion von 40 teils halogenfreien, teils halogenhaltigen Substanzen 
bestimmt. Daneben wurde die Tropfenzahl der narkotischen 
Verdiinnung in Traubes Stalagmometer gemessen. 

Als stark oberflichenaktiv erwiesen sich in narkotischer 
Konzentration die Alkohole und ihre Derivate Paraldehyd, 
Aceton und Ather. VerhiltnismaBig weniger beeinflussen die 
Ester die Oberflichenspannung des Wassers, und capillarinaktiv, 

1) K. H. Meyer und H. Gottlieb - Billroth, Zeitschr. f. physiol. 
Chemie 112, 65. 1920. 
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nicht nur in narkotischer Verdiinnung, sondern auch in gesattigter 
wasseriger Lésung, sind das Benzol und die Mehrzahl der halogen- 
haltigen Narkotica. Bestimmungen der Oberflachenaktivitat 
nach Traube ergeben demnach, abgesehen von den Alkoholen 
und ihren Verwandten, keinen proportionalen MaBstab 
fir die narkotische Wirkungsstairke. Dagegen verliuft 
die Reihe der narkotischen Konzentrationen am Froschherzen 
der Wasserléslichkeit oder besser der Léslichkeit in Salz- 
lésungen annahernd parallel derart, daB mit abnehmender Lés- 
lichkeit der Wirkungsgrad ansteigt. 











Zur Kenntnis der Lipase von Aspergillus niger (van Tiegh.). 


Von 


Robert Schenker. 
(Aus der botanischen Anstalt der Universitat Basel.) 
(Eingegangen am 2. Mat 1921.) 


Mit 6 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Bei der Vergirung der Fette spielen bekanntlich die Schimmel- 
pilze im Verein mit den Bakterien eine wichtige Rolle. Durch ihre 
Vermittlung werden die Fette gespalten und so der weiteren 
Zersetzung zuginglich gemacht. 


Die Arbeiten von Rubner (1900) und Schreiber (1905) zeigen, 
daB im Boden Fett gespalten und aufgezehrt wird, wahrend steriles Fett 
in sterilisiertem Boden nur eine minimale Spaltung erleidet. In einer Nahr- 
lésung, die 1% Fleischextrakt, 1% Pepton, Butterfett und auBerdem 
CaCO, enthalt, werden nach Beimpfung mit Boden 86,9% Fettsiuren aus 
dem urspriinglich darin vorhandenen Fett abgespalten. Dabei konnten 
Pilze und Bakterien isoliert werden, die besonders emulgiertes Fett gut 
verarbeiteten. Damit ist die Fettzersetzung im Boden als mikrobiologischer 
ProzeB erwiesen. 

Da8 auch am Zersetzungsprozesse feuchter, fetthaltiger Nahrungs- 
und Futtermittel die Schimmelpilze regen Anteil nehmen, zeigen die Ar- 
beiten von Ritthausen und Baumann (1896), Haselhoff und Mach 
(1906), Biffen (1899), Roussy (1909), Kénig, Spieckermann und 
Bremer (1901) usw. Fiir die Zersetzung des Butterfettes und des Kase- 
-fettes weisen die Arbeiten von Hanus und Stocky (1900), Laxa (1902) 
und Rahn (1906) die Wichtigkeit der Schimmelpilze und Bakterien nach. 

Auch Organfette kénnen durch Schimmelpilze intensiv zersetzt werden. 
So zeigte Ohta (1911), daB Actinomucor repens in sterilem Leberpulver 
nach 2 Wochen 40% und nach 3 Wochen sogar 54—63% hoher Fettsauren 
verzehrte. : 

Bei der Fettvergaérung lassen sich 2 wichtige Phasen unterscheiden. 
Vorerst findet eine Hydrolyse der Glyceride statt und dann die Verarbeitung 
ihrer Komponenten. 
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Da8 die Hydrolyse der Fettsiureglyceride durch die Schimmel- 
pilze auf einem enzymatischen Vorgang beruht, beweisen die 
Untersuchungen von Camus (1897), Biffen (1899), Kénig, 
S pieckermann und Bre mer (1901), Went (1901), Laxa (1902), 
Garnier (1903). Ein eingehendes Studium der Lipase, wie es 
z. B. Rouge bei Lactarius sanguifluus (Fr.) durchgefiihrt hat, 
liegt aber fiir Schimmelpilze noch nicht vor. 

Die Lipase, die Biffen (1899) aus einer auf Cocosniissen gewachsenen 
Nectriacee gewann, spaltete sowohl CocosnuBfett als auch Monobutyrin. 
Laxa (1902) gewann aus Penicillium und Mucor einen Saft, der Butterfett 
und Monobutyrin hydrolysierte, wihrend der Saft von Oidium lactis nur 
auf Monobutyrin spaltend wirkte. Schnell (1912) wies jedoch auch bei 
diesem Pilze nach der Eijkmannschen Methode die Fahigkeit einer wirk- 
lichen Fettspaltung nach. Diese Versuche zeigen, daB wahrscheinlich eine 
echte Phytolipase vorliegt, durch die besonders die hochmolekularen 
Fettsdiureglyceride intensiv gespalten werden. Kénig, Spieckermann 
und Bremer (1901) fanden jedoch, daB Glycerinausziige von Eurotium 
repens und Oidium nur auf Monobutyrin merkbar wirkten, wahrend die 
Einwirkung auf Baumwollsamendél nicht deutlich war. 

Uber die Léslichkeits- und Diffusionsverhaltnisse der Schimmelpilz- 
lipasen lassen sich aus der Literatur ebenfalls einige Anhaltspunkte ge- 
winnen. Camus (1897) fand das neutralisierte Filtrat einer Raulinschen 
Nahrlésung, die mit Penicillium glaucum beimpft war, schwach lipolytisch 
wirksam. Desgleichen wirkten die Kulturfiltrate von Aspergillus niger 
spaltend auf Monobutyrin ein. AuBerdem fand Garnier (1903) die Kultur- 
filtrate einer Reihe von Sterigmatocystis- resp. Aspergillusarten lipase- 
aktiv. Das Kulturfiltrat einer Glycerin-Arachisélkultur von Monilia sito- 
phila enthalt nach Went (1901) ebenfalls Lipase. Diese Resultate zeigen 
somit, daB die Lipase dieser Pilze durch die Zellmembran in die Nahrlésung 
diffundiert. 

Ferner beweisen die Versuche von Garnier (1903), daB die Lipase 
auch auf fettfreien Substraten gebildet wird. 

Da alle bis jetzt vorliegenden Untersuchungen iiber die 
Fettspaltung durch Schimmelpilze immer nur einzelne Tatsachen 
konstatiert haben, stellte ich mir auf die Anregung von Herrn 
Dr. Bassalik, bis 1918 Assistent am botan. Institut in Basel, 
die Aufgabe, die Eigenschaften der Lipase von Aspergillus niger 
van Tiegh. méglichst umfassend zu studieren und den Zusammen- 
hang zwischen Wachstum und Lipasebildung bzw. der Lipase- 
wirkung festzustellen. Die Arbeit wurde in der Zeit vom Winter- 
semester 1918 bis Sommersemester 1920 ausgefiihrt. Es ist mir 
eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Bassalik fiir die Anregung 
zur Arbeit und fiir die Kinfiihrung in die Methodik zu danken, 
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ebenso Herrn Prof. Senn, der mich bei der Durchfiihrung der 
Arbeit mit seinem Rat unterstiitzte. 


I. Kultur von Aspergillus niger. 
1. Das Versuchsmaterial. 


Fiir die nachfolgenden Untersuchungen wurde ein aus der 
Laboratoriumsluft isolierter Stamm von Aspergillus niger (van 
Tieghem) verwendet. 

Brenner (1914) hat bei dieser Spezies mehrere morphologisch und 
physiologisch verschiedene Rassen beschrieben. Um meinen Stamm mit 
einer dieser Rassen identifizieren zu kénnen, lieB ich den Pilz unter den 
gleichen Kulturbedingungen wie Brenner wachsen. Diese Kulturen 
ergaben die Identitét meines Stammes mit Brenners Rasse £, die sich 
durch groBe Mycelproduktion und intensive Sporenbildung auszeichnet. 
Auch mit dem durch van Tieghem (1867) beschriebenen Aspergillus niger 
erwies sich der von mir kultivierte Stamm als véllig identisch. 

Ich arbeitete ausschlieBlich mit diesem Stamm des Aspergillus 
niger van Tieghem, der bei Zimmertemperatur auf schrigem 
Agar von folgender Zusammensetzung fortgeziichtet wurde: 

1000 com Leitungswasser 
10 g Rohrzucker 
5,, Pepton Witte (16% N) 
1,, KH,PO, 
15,, pulv. Agar.') 
2. Nachweis der Fettbildung von Asp. niger. 


’ Der Tabelle I, in welcher die Resultate verschiedener Forscher 
iiber das Wachstum der Schimmelpilze auf Fetten zusammen- 
gestellt sind, hauptsichlich den Arbeiten von Schmidt (1891) 
und Bremer (1901), kénnen wir entnehmen, da8 Aspergillus 
niger befiahigt ist, die Glyceride der héheren Fettsiuren als Kohlen- 
stoffquelle zu verwenden und daB er dabei, wie Sch midt quan- 
titativ nachwies, die Fette in ihre Komponenten: Fettsiure und 
Glycerin, spaltet. 

In meinen Versuchen habe ich zuniichst das Verhalten 
meines Aspergillusstammes gegen Fette gepriift. 

Nach Brenner (1914) und Elfving (1920) zeigen die verschiedenen 
Rassen von Aspergillus niger in ernahrungsphysiologischer Hinsicht so 
groBe Differenzen, daB diese Voruntersuchung notwendig war. 








1) Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien stammten von 
Merck (Darmstadt), Kahlbaum (Ziirich) oder Kénig (Leipzig). 
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Tabelle I. 
Versuchsergebnisse verschiedener Forscher tiber das Wachstum 
einiger Schimmelpilze auf Fetten. 
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Autor 


Pilz 


| Substrat | Wachstum | 


Bemerkungen 





van Tieghem 1880 
1881 


Kirchner 1888 
Schmidt 1891 


Wehmer 1891 


Biffen 1899 


Went 1901 


K6énig, Spiecker- 
mann, Bremer 
1901 

Roussy 1909 


Roussy 1911 





Saccharomyces 

pe olei 
Bierhefe 
Mucor spinosus 
M. plecerocystis 
Verticillium 
Choetonium 
Sterigmatocystis 
Penicill. glaucum 
Elaeomyces olei 
Aspergillus 
Penicillium 
Mucor racemosus 


Asp. niger 


Schimmelpilz 
(Hypocreales) 


Monilia sitophila 


Penicill. glaucum 


Asp. flavus usw. 


Verschiedene 
Schimmelpilze 
Asp. niger 


Penicill. glaucum 


Olivenél 


Mohnél 


Mandelél 


Olivendl 
15 g 

CocosnuB- 
milch 


Butterfett 
Arachis6l 
Olivenél 


Hohere 
Glyceride 


Raulin’sche 
Na&hrlésung 
+- Gelatine 


schmalz 
Fettsaduren, 
Glycerin 





| 
; 


+Schweine-| 





fe 


+-Trocken- 
gew. 0,80 g 
ee 


Dabei verwendete ich folgende Nahrlésung: 
1000 ccm dest. Wasser 
1g NH,Cl 
1,, K,HPO, 
0,5 g MgSO, 7 H,0. 
Wenn (I als einzige Kohlenstoffquelle geboten wird, darf die Konzen- 
tration nicht zu groB sein, weil sonst leicht die ganze Oberflache mit einer 
geschlossenen Olschicht bedeckt wird, die ein Auskeimen der Sporen 
resp. ein Wachstum verhindert. Wie schon Schmidt (1891) hervorhebt, 





Verseifung des Oles 


An Adlteren Mycelpar- 
tien Krystalle von 
Fettsduren. 


Lebhaftes Wachstum. 

Kein freies Glycerin i. d. 
N&hrlésung. Wieder- 
gewonnenes OL Hohe 
S&urezahl. 

0,194 g Oxalsdure ge- 
bildet. 

Neutrale, mit Lackmus 
gefarbte Kultur rot 
verfarbt durch Wir- 
kungen der auf der 
Oberfliche schwim- 
menden Mycelflocken. 

Rascheres Wachstum 
bei Zugabe von 2,5% 
Glycerin neben 5% 
Fett. Lipase in der 
Néhrlésung. 


Wachstumsbeginn: 


p tration: 
6—10% Fett 

Maximalkonzentration : 
80—40% Fett. 

Im allgem, Fettséuren 
besser n&hrend als 
Glycerin. 

Bei Asp. u. Pen. glaucum 
Fettsiuren ebensogut 
wirkend wie das Gly- 
cerin. 
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bilden sich bei einer Konzentration von 0,5% Ol auf der Nahrlésung nur 
unzusammenhangende Tropfen. 

In kleine Erlenmeyerkélbchen wurden je 10 ccm obengenannter 
Nahrlésung abpipettiert und 0,5% Olivenél zugesetzt. Eine Serie enthielt 
kein Ol, eine andere kein NH,Cl, eine letzte nur 01, um die Reinheit der 
Nahrsalze und des Oles, das vorher filtriert worden war, zu kontrollieren. 
Die mit Wattepfropf versehenen Kulturen wurden im Dampftopf bei 
ca. 98° 1/, Stunde sterilisiert. Diese Sterilisationsdauer geniigte, denn die 
unbeimpften Kontrollkélbchen blieben mehrere Wochen steril. Nach dem 
Erkalten wurden von jeder Serie je 3 Kélbchen beimpft und mit den un- 
beimpften Proben in den dunkeln Thermostaten von 27° C gestellt. Die 
Nahrlésung zeigte bei Versuchsbeginn gegen Lackmus neutrale oder schwach 
alkalische Reaktion. Das alkalische K,HPO, wurde deshalb als Phosphor- 
und Kaliumquelle gewahlt, damit es bei der Fetthydrolyse etwa auftretende 
Séuren neutralisiere und einer zu starken Aciditaétszunahme in der Nahr- 
lésung vorbeuge; auBerdem konnte auf diese Weise der Reaktionsverlauf 
wahrend der Entwicklung des Pilzes bequem verfolgt werden. Vom Beginn 
der Impfung an wurde die Reaktion der Nahrlésung gegen Lackmus tiiglich 
untersucht. 


Nach 3—4 Tagen erschienen in den Kulturen mit der voll- 
stindigen anorganischen Nahrlésung und OI als C-Quelle die 
ersten Mycelflocken; in den (unbeimpften) Kontrollen trat selbst 
nach einem Monat keine Pilzentwicklung ein. Mit zunehmendem 
Wachstum nahm auch die Aciditat der Nahrlésung zu; und als 
der Versuch nach einem Monat abgebrochen wurde, war die Nahr- 
lésung deutlich sauer. Die negativen Resultate der anderen 
Serien sprechen fiir die Reinheit der angewendeten Niahrsalze 
und des Oles. Unter sonst gleichen Bedingungen zeigte Asper- 
gillus Wachstum auf Ricinusél, Mandelél (Amygdalus communis), 
HaselnuB6l (Corylus avellana), Walnuf8dél (Juglans regia), ferner 
auf Butter, Rindertalg, Schweinefett und Kakaobutter. — Auf 
letzterer war das Wachstum am schwichsten; die Kulturen hatten 
das gleiche Aussehen wie die spiaiter zu erwahnenden, welche 
Tristearin und Tripalmitin und die zugehérigen Fettsiuren als 
C-Quellen enthielten. Die Mycelproduktion war hier auBerst 
gering, wahrend starke Sporenbildung einsetzte. 

Die Olkulturen zeigen durchwegs ein sehr charakteristisches 
Aussehen. Jeder einzelne Oltropfen ist von einem Mycelring 
umgeben. 


Schmidt (1891) hat diese Wachstumsweise in seiner Arbeit ausfiihr- 
lich beschrieben und ihre Entstehung im hingenden Tropfen mikroskopisch 
verfolgt. In meinen Kulturen beobachtete ich genau dieselben Bilder. 





Lipase von Aspergillus niger. 169 


Endlich muBte noch die Ursache der Aciditat in den Olkulturen 
untersucht werden. 

Es ware vor allem denkbar, da8 infolge der Sterilisation und der nach- 
herigen langen Beriihrung mit der mineralischen Nahrlésung eine Spaltung 
des Oles eingetreten wire. Schmidt (1891) verfolgte die Wirkung der 
Sterilisation quantitativ und wies nach, da8 durch diesen Proze$ keine 
merkliche Spaltung des Oles eintritt. Da die von mir beniitzte Nahrlésung 
eine andere Zusammensetzung als diejenige Sch midts hatte, untersuchte 
ich die Wirkung der Sterilisation auf Olivenél ebenfalls. Das verwendete 
Olivendél hatte die Saurezahl 2,9 und die Verseifungszahl 192,0, welche Daten 
nach den im Schweiz. Lebensmittelbuch (III. Aufl. 8.47) angegebenen 
Methoden gewonnen wurden. Erlenmeyerkolben, die 100 ccm Nahrliésung 
und 0,5% Olivenél enth?elten, wurden 1 Stunde im strémenden Dampf 
sterilisiert und unbeimpft 12 Tage bei einer Temperatur von 35° C dunkel 
gehalten. Hierauf wurde das 61 durch Ausschiitteln mit Ather wieder- 
gewonnen und nach dem Trocknen auf seine Séurezahl untersucht, die nun 
8,4 war. Die Saéurezahl hatte somit um 5,5 zugenommen. Dieser Versuch 
zeigt, daB das dem Pilz in der Nahrlésung dargebotene 6! nur zu einem 
minimen Teile schon vor der Beimpfung gespalten war. 

Gleichzeitig wurde ein Parallelversuch mit nach der Sterilisation 
beimpften Kolben ausgefiihrt'). Das zuriickgewonnene Ol bereitete der 
Bestimmung der Saéurezahl Schwierigkeiten, da es durch den aus den Sporen 
austretenden Farbstoff (Aspergillin) schwarzbraun verfarbt war. Durch 
wiederholtes Ausschiitteln mit Wasser konnte jedoch das 6] ziemlich gut 


entfirbt werden. Von diesem verbrauchten 1,3400g 20 ccm ®/,.-KOH 
somit betrigt die Saurezahl: 


20 - 5,61 
sss 1,340 
Davon sind zu substrahieren 
(Sterilisationswirkung). . . 5,5 
bleibt Saurezahl, durch Pilz 
tatigkeit hervorgerufen .. 78,2 
= 41,1%, freie Fettsauren. 
Somit ist erwiesen, daB der Pilz in einer anorganischen Niahr- 
lésung mit Olivenédl als C-Quelle eine Anreicherung der freien 
Fettsiiuren des Oles bewirkt. Die in der Nahrlésung gefundene 
Aciditat riihrt wohl nicht von der Olsiure oder anderen hoch- 
molekularen Fettsiuren her, vielmehr kénnten gleichzeitig niedere 
Fettsiuren oder auch Oxalsiure entstanden sein, welch letztere 
Wehmer (1891) bei Aspergillus niger mit Olivendl als C-Quelle 
nachgewiesen hat. 
Um die Frage nach der Ursache der Aciditét zu entscheiden, habe ich 
in Kulturkolben nach Granger von 500 ccm Inhalt (F. Z. Glas), die 100 com 
Nahrlésung und 0,5 g Olivendél enthielten, nach halbstiindiger Sterilisation 


= 83,7 
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Sporen ausgesit und die Kulturen 11 Tage bei 35°C dunkel gehalten. 
Nun wurden die filtrierten und mit HCl angeséuerten Nahrlésungen einiger 
Kulturen der Wasserdampfdestillation unterworfen, um etwaige fliichtige 
Sauren zu fassen. Die Priifung auf Sauren fiel jedoch im Destillat negativ 
aus. 

Nun priifte ich noch nach der von Wehmer (1891; S. 276) 
angegebenen Methode auf Oxalsiure; da ich dabei eine kriftige 
Oxalatfaillung erhielt, ist es offenbar die Oxalsiure, welche. in 
erster Linie in den neutralen resp. schwach alkalischen Niahr- 
lésungen die Aciditaét verursacht. 

Des weiteren suchte ich festzustellen, auf welchen Kompo- 
nenten der Fette die Oxalsiurebildung erfolgt. DaB Aspergillus 
niger mit Glycerin Oxalsiure bildet, hat Wehmer (1891) nach- 
gewiesen. 

Ich fiihrte auBerdem einen Parallelversuch mit Olsdure einerseits 
und mit Glycerin anderseits aus. Es wurden deshalb mit der oben an- 
gegebenen Nahrlésung 2 Kulturserien mit 0,5% Glycerin und 0,5% Olsaure 
angesetzt. Die Versuchsdauer betrug 9 Tage (Temp. 30°C). In dieser Zeit 
hatte sich auf den Glycerinkulturen eine lockere Myceldecke gebildet, 
wahrend sich um die Olsduretropfen einzelne Flocken angesammelt hatten. 
In beiden Fallen war das Wachstum gering. Leider gingen mir die Nieder- 
schlage zugrunde, bevor ich sie quantitativ zu bestimmen vermochte. 

Die lipolytische Fahigkeit von Aspergillus niger habe ich 
auch noch nach anderen, jedoch nur qualitativen Methoden 
nachgewiesen. 

Séhngen (1910, 8.698) hat zum Nachweis der Bakterienlipase 
folgende Methode verwendet. Die Innenseite steriler Reagensgliser wird 
in der Wiarme mit einem festen Fett, etwa Rindertalg, iiberzogen; nach dem 
Erkalten wird sterile Nahrlésung zugegeben und beimpft. Die Talgschicht 
ist bei Versuchsbeginn homogen, schwach grauwei$ und durchscheinend. 
Die von den Mikroorganismen abgeschiedene Stearinsiure macht das Fett 
weiB, undurchsichtig und briichig. Ein Vergleich mit einem unbeimpften 
Réhrchen 148t dann entscheiden, ob eine Lipolysewirkung eingetreten ist. 

Zu meinen Versuchen beniitzte ich Erlenmeyerkélbchen, Rindertalg 
und die oben angegebene, mineralische Nahrlésung. Die Kélbchen ent- 
hielten 10 com Nahrlésung und wurden 3 Wochen bei 20° dunkel gehalten. 
Das Pilzmycel entwickelte sich nun, wie zu erwarten war, an der Beriihrungs- 
stelle von Talgschicht und Nahrlésung. Nach einigen Tagen begann sich 
von der Beriihrungsstelle mit der Fliissigkeitsoberflache her ein weiBer 
Verseifungsring zu bilden, der rasch breiter wurde. Nach 12 Tagen war die 
ganze Talgschicht wei8, kriimelig und undurchsichtig und lieB sich mit der 
Pinzette als zusammenhingender Mantel von der GefaiSwand leicht ab- 
heben. Die mikroskopische Priifung dieser Decke ergab eine vollstandige, 
netzartige Durchwachsung der Fettschicht durch die Pilzhyphen. Die 
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sterilen Proben dagegen zeigten eine unveranderte, durchscheinende Talg- 
schicht, die héchstens an der Beriihrungsstelle mit der Fliissigkeitsoberflache 
einen schwach weiBen, etwa 0,5 mm breiten Streifen aufwies. Diese und 
alle folgenden Kulturen wurden mikroskopisch unter Anwendung der 
Olimmersion auf absolute Reinheit untersucht und nur die Resultate 
solcher Kulturen beriicksichtigt, die sich nach VersuchsabschluB als bak- 
terienfrei erwiesen hatten. 

Auch nach der Eijkmannschen Diffusionsmethode reagiert Aspergillus 
niger lipaseaktiv. Als Fett benutzte ich Rindertalg, der in Petrischalen 
gegossen und mit Agar von der obenerwahnten Zusammensetzung bedeckt 
wurde. Es wurde nun eine Anzahl solcher Fettagarplatten, neben einer 
Reihe unbeimpfter Platten, in den dunklen Thermostaten von 27° C gestellt. 
Die Kulturen zeigten sofort starkes Wachstum, nach 4—5 Tagen beginnt 
sich die unter den Kolonien gelegene Talgschicht wei8 zu verfarben, 
was auf Verseifung zuriickzufiihren ist. Diese nimmt nun an Intensitat 
rasch zu, und am 8. Tage war die fragliche Talgschicht vollstandig wei8 und 
briichig geworden und lie8 sich leicht vom Schalenboden abheben. Die Ver- 
seifung wird durch die von den Pilzkolonien abgeschiedene und durch Agar 
diffundierende Lipase verursacht. In den Kontrollplatten konnte gleich- 
zeitig keine Veranderung der Talgschicht konstatiert werden. 


8. Kultur von Aspergillus niger auf verschiedenen Kohlenstoffquellen. 


Die Versuche mit Fettsiuren, Glycerin und Estern hatten 
den Zweck, das Wachstum auf den hochmolekularen Fettsiuren 
und Glycerin zu untersuchen und den Niahrwert dieser Stoffe 
zu bestimmen und um festzustellen, ob z. B. nur Glyceride oder 
auch andere Ester als C- Quelle in Frage kommen. Nachher werde 
ich dann die Wirkung der Lipase auf diese Ester untersuchen, 
um festzustellen, ob Ester, die sich als fiir den Pilz untaugliche 
C-Quellen erwiesen haben, von der Lipase nicht gespalten werden. 


Die C-Quelle wurde in einer Konzentration von 0,5% jeweilen 10 ccm 
der erwaihnten mineralischen Nahrlésung zugesetzt und in Erlenmeyer- 
kélbchen ca. 30 Minuten im Dampftopf sterilisiert. Wenn méglich wurden 
immer 2 Versuchsserien ausgefiihrt, die sich durch ihre Versuchsdauer 
unterschieden (1 Woche und 3—4 Wochen), um etwaige Zufilligkeiten 
im Wachstum zu erkennen. Jede Serie enthielt wieder 3 Parallelreihen. 
AuBerdem wurden unbeimpfte Kélbchen als Kontrollen verwendet und 
endlich je eine kleine Menge der mineralischen Nahrlésung und der C- Quelle 
fiir sich beimpft, um ihre Reinheit zu priifen. Die Kulturen wurden im 
Dunkelzimmer bei 19—20° C gehalten. Uber die Starke der Entwicklung 
geben eigentlich nur Trockengewichtsbestimmungen AufschluB. Dabei 
miiBten die C-Quellen in bezug auf den Kohlenstoff aquivalent sein und es 
miiBten die Trockengewichte unter Beriicksichtigung der Zeit miteinander 
verglichen werden. Solche quantitative Bestimmungen habe ich nicht 
ausgefiihrt, da sie fiir meine Zwecke nicht notwendig waren. Ich habe mich 
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deshalb beschrinkt, die Intensitét des Wachstums abzuschiatzen. Die auf 
diese Weise erhaltenen Resultate sind deshalb nur Vergleichswerte, gestatten 
jedoch als solche einen annahernden Schlu8 auf die Tauglichkeit der ver- 
wendeten Stoffe als C-Quelle zu ziehen. 


In den nachfolgenden Tabellen wird durch 3 Kreuze das 
beste, durch ein Kreuz das schwachste Wachstum bezeichnet. 


a) Kultur auf Fettsiuren und Glycerin. 
Tabelle II. 
Beimpfung ab Ag-Kultur: 31. 1. 1919. 











AS Gna “ae eae 
Datum Ricinusél | Glycerin Olsdure P — | — 
3. II. ie. aie ke ek Bs oa 4: 
WU. | +++ 1 ++ | ++ | + + 


Tabelle III. 
Beimpfung: 5. IIT. 1919. 








| * . - 
Datum | Ricinusd! | Glycerin | | Palmitin- Stearin- 
| 


Olsdure shure | shure 
7. Il. + | et + | eb cae 
10. IIT. + | ++ | ++ a ae 
SE INR ae AO Nie aco he is We nin ge A SA 
17.00) +++ | +++ {| ++ | + | + 
25.111.) +++ are ++ | + | + 
Reakt.| sauer | stark sauer | schwach | schwach 
| sauer | | sauer sauer 





Aus Tabelle II und III geht hervor, daB das Wachstum 
auf den Fettsiuren schwiicher ist als dasjenige auf Ol und auf: 
Glycerin. Von den Fettsiuren erlaubte Olsiure das beste Wachs- 
tum. Die bei Versuchsbeginn neutrale Reaktion machte einer 
sauren Platz, welche bei Glycerin am starksten, bei Palmitin- 
und Stearinsiure dagegen am schwachsten war. Die Olsiure- 
kulturen zeigten bald die fiir die Olkulturen charakteristischen 
Umrahmungsbilder. Auf Palmitinsiure und Stearinsiure bildete 
der Pilz fast nur Sporangientriger aus, die auf der Oberseite der 
auf der anorganischen Niahrlésung schwimmenden Fettsiure- 
blattchen ausgebildet wurden. 


b) Kultur auf verschiedenen Estern. 


Die mit Wasserdampf nicht fliichtigen Ester wurden vor dem 
Sterilisieren in die Kélbchen gegeben, die fliichtigen erst nachher mit 
steriler Pipette. Von den unldslichen Estern war bei Versuchsabbruch 
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jeweilen noch ein Teil im ungelésten Zustande vorhanden; es hitten 
also dem Pilze geniigend C-Verbindungen zur Verfiigung gestanden. Die 
Konzentration betrug 0,5 % 


Tabelle IV. 
Wachstum auf verschiedenen Estern. 














| L Serie : If. Serie : 
| 8. IT.—10. TIL. | 4. VIL.—29, VIL. 


Ricinusdl. . . . . | 
, ARE RS Ret 
Tripalmitin. ..... 
Tristeerin ...... | 
| 
Monobutyrin ..... } 
Buttersiureathylester . 
Malonsaureathylester 
Bernsteinsduredthylester |, 
Benzoesiureithylester . | 
Unter diesen Bedingungen tritt also Wachstum auf den 
Triglyceriden der Fettsiuren ein. Von diesen Estern zeigte 
Triacetin das rascheste und stirkste Wachstum, doch ist hier 
die Sporenbildung relativ geringer als bei den Kulturen mit Ol, 
Triolein, Tripalmitin und Tristearin. Die Triacetinkulturen 
reagieren nach kurzer Zeit sauer gegen Lackmus und entwickeln 
Essigsiuregeruch. Das Wachstum auf den Triglyceriden der 
Palmitin- und Stearinsiure unterscheidet sich nicht wesentlich 
von demjenigen auf den entsprechenden freien Siuren; wie bei 
diesen tritt intensive Sporenbildung ein. — Auf Monobutyrin 
gedieh der Pilz ebenfalls nicht, obschon, wie wir sehen werden, 
seine Lipase diesen Ester intensiv zu spalten vermag. Ich behalte 
mir vor, diese Versuche iiber den Nahrwert verschiedener anderer 


Ester spiter weiter auszudehnen. 


II. Die Lipase von Aspergillus niger. 
1. Darstellungsmethoden. 


Camus (1897) und Garnier (1903) wiesen nach, daB die Fettspaltung 
durch Aspergillus niger enzymatischen Charakter hat. Die Ergebnisse dieser 
und vieler anderer Forscher, die sich mit Pilzlipasen beschaftigten, zeigen, 
daB diese leichter darzustellen sind als die Lipasen der héheren Pflanzen. 
Camus (1897) und Garnier (1903) fanden die Nahrlésung lipolytisch 
wirksam, ebenso Deleano (1909), der bei Lactarius sanguifluus 2 Lipasen 
unterschied, eine wasserlésliche und eine im Mycel verbleibende. Wasserige 
Ausziige verwendeten Biffen (1899), Kénig, Spieckermann und 
Bremer (1901). Rouge (1907) erhielt das wirksamste Praparat dadurch, 
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daB er die Mycelien mit Sand und Glycerin zerrieb und hierauf bei 37° C 
24 Stunden lang digerieren lieB. Nachher setzte er fiir 1 Volumen Glycerin 
1 Volumen Wasser zu und preBte den Saft aus. Laxa (1902) zerrieb Mycelien 
und preBte dann den Brei durch feine Leinwand. Das Priaparat spaltete 
sowohl Monobutyrin als auch Butterfett. 


2. Quantitativer Nachweis der Lipasewirkung. 


Als Ma8 fiir die Wirkung der Lipase beniitzte ich die Menge 
der von ihr aus den Fetten bzw. Estern freigemachten Fettsauren. 
Diese bestimmte ich durch Titration mit "/,,-Kalilauge unter 
Anwendung von Iproz., ithylalkoholischer Phenolphthalein- 
lésung als Indikator. 

Zuerst arbeitete ich mit 0,5—lproz. Ol- oder Trioleinemulsionen. 
Da diese jedoch bald wieder aufrahmten und damit die Angriffsfliche 
fiir die Lipase erheblich reduzierten, verwendete ich in der Folge die in 
Wasser léslichen Glyceride: Monobutyrin und Triacetin. AuBer ihrer 
Léslichkeit haben die beiden Ester den Vorteil, daB sie eine erheblich 
gréBere Verseifungszahl aufweisen als Triolein, was die Genauigkeit der 
Methode erhéht. Je nach der Quantitét des zugesetzten Esters und der 
Aktivitét der Praparate arbeitete ich mit einer Normalbiirette von 50 ccm 
Inhalt mit Teilung in 1/,) com oder mit Mikrobiiretten, bei denen ein Kubik- 
zentimeter in 100 Teile geteilt war. Uber die Genauigkeit der Methode 
bei Anwendung der verschiedenen Ester gibt folgende Tabelle Auskunft. 


Tabelle V. 
Fehlergrenzen bei Verwendung verschiedener Ester. 








Triolein Triacetin | Monobutyrin 





Verseifungszahl: 1 g Ester ver- 
braucht zur Verseifung mg | 
WIG ke eee A 190,4 772,0 343,3 

5 ccm Iproz. Esterlésung 
(Emuls.) verbraucht z. Ver- 
seifung mg "/p>-KOH. . . | 9,52 38,6 17,3 

5 ccm lIproz. Esterlésung 
(Emuls.) verbraucht z. Ver- 


seifung com "/y-KOH .. | 1,697 6,879 3,086 
1% gespalt. Ester entsprechen 
com 8/,-KOH...... 0,016 0,068 0,0308 


Genauigkeit bei Ablesung mit 
er EER genaue Ab- 
=1/,ccm . . 3.1% | 0,73% 1,2% 

Gauls eit bei Ablesung mit 
Mikrobiirette, Ablesung 
niglich bis 0,005cem .. | 0,31% | 0,07% 0,12% 


Mit Monobutyrin hat bereits Hanriot (1896) gearbeitet, der die freie 
Buttersiure mit Na,CO,-Lésung titrierte mit Phenolphthalein als Indikator. 
Rouge (1907, S. 593) ersetzte dann die Na,CO,-Lésung durch Ca(OH),, 
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dessen Titer nach jeder Versuchsserie mit "/,,-Oxalsiure kontrolliert wurde. 
Zu meinen Versuchen beniitzte ich eine "/,)-Kalilauge, deren Titer mit 
"/,o-HCI in gleicher Weise nachgepriift wurde. Die Vorratsflasche wurde 
durch ein Heberrohr mit der Birette verbunden, deren Luftraum mit 
demjenigen der Flasche kommunizierte. Letztere war oben durch ein 
U-Rohr abgeschlossen, das mit KOH durchtrankte Bimssteinstiicke enthielt. 

Die Lipolyseversuche wurden in sterilisierten, mit Wattepfropf ver- 
sehenen Erlenmeyerkélbchen ausgefiihrt. Als Asepticum wurde Toluol 
verwendet und zwar soviel, daB die Fliissigkeitsoberfliche gerade damit 
bedeckt war. Durch Versuche wurde festgestellt, daB bei PreBsiften und 
Extrakten oder befeuchteten Trockenpriparaten ein 5 Minuten langes 
Kochen geniigt, um die Lipase abzutéten. Um zu erfahren, wieviel der ent- 
standenen Sauren ausschlieBlich durch die Lipase gebildet worden war 
(reine Lipasewirkung), wurde neben jedem Versuch eine Kontrolle ver- 
wendet, die sich vom Versuche nur dadurch unterschied, da8 in ihr die 
Lipase durch Kochen zerstért war. Durch Subtraktion der Aciditat dieser 
Kontrollfliissigkeit von der Aciditét der aktive Lipase enthaltenden Ver- 
suchsflissigkeit erhielt ich die reine Lipasewirkung. Wenn das Lipase- 
material ausreichte, stellte ich stets 2 Parallelversuche an; das Mittel aus 
beiden Séurebestimmungen beobachtete ich als MaB der Lipasewirkung. 
MuBte bei héheren Temperaturen gearbeitet werden, so wurden die Watte- 
pfropfen durch gepreBte Korke ersetzt, um ein Entweichen von Ester bzw. 
freier Saure zu verhindern. Samtliche Versuche wurden im Dunkeln aus- 
gefiihrt. 


8. Wirkung verschiedener Lipase-Priparate. 
a) Lipase in der Nahrlésung. 

Garnier (1903) und Camus (1897) haben gezeigt, daB 
Aspergillus niger Lipase in die Nahrlésung abscheidet. Camus 
verwendete die Raulinsche Nahrlésung (vgl. Kiister); Garnier 
die von Lutz und Guéguen modifizierte Raulinsche Lésung. 
Schmidt (1891) hat schon vermutet, daB bei der extracellularen 
Spaltung von Mandelél ein Ferment in Frage kommen kénnte. 
Wie seine Analysen zeigen, wird die eine Komponente des Gly- 
cerids, nimlich das Glycerin, schneller verarbeitet als die Olsaure, 
so daB das aus alten Kulturen zuriickgewonnene Fett fast nur 
noch aus (lsiure besteht. Die beinahe vollstandige Spaltung des 
Oles in der vorher mit dem Pilz beschickten Nahrlésung l4Bt ohne 
weiteres auf ein Ektoenzym schlieBen. 

Um die lipolytische Wirkung der Nahrlésung zu untersuchen, legte ich 
in groBen, 3litrigen Erlenmeyerkolben Kulturen auf 200 ccm von folgender 
Nahrlésung an: 


0,1% K,HPO, 0,056% kryst. MgSO, 
0;1% NH,Cl 1,0% Ricinusdl. 
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Nach halbstiindigem Sterilisieren im Dampftopf impfte ich und hielt 
die Kulturen 21 Tage im dunkeln Thermostaten von 26°C. Nach dieser 
Zeit waren die Oltropfen ganz von Mycel eingehiillt, das inzwischen reichlich 
Sporen gebildet hatte. Die Nahrlésung war schwach braungelb verfarbt, 
jedoch konnte an 20 ccm derselben der Farbenumschlag bei der Titration 
noch gut erkannt werden. Nach Priifung mit Olimmersion auf absolute 
Reinheit wurde die Nahrlésung zweier Kolben durch dichte Schleichersche 
Filter filtriert, die eine Halfte mit K,CO, gegen Lackmus schwach alkalisch 
gemacht, die andere Halfte nicht neutralisiert. Sie reagierte gegen Lackmus 
sauer. Die Wirkung gleicher Mengen beider Proben auf 5 ccm Triolein- 
emulsion bei gleichen auBeren Bedingungen ist aus Tabelle VI ersichtlich. 


Tabelle VI. 
Wirkung eines Kulturfiltrates auf Triolein. 
Versuchsdauer 54 Stunden, Temp. 38°. 4 Tropfen Phenolphth. 




















Schwach-alkal. Kulturfiltrat Saures Kulturfiltrat 
20 com _nicht- 20 ccm _nicht- 
gekocht. Filt. 0,25 com */,9-KOH | gekocht. Filt. 8,70 ccm */;9-KOH 
20 cem gekoch- 20 ccm gekoch - 
tes Filtrat. . 0,25 com */,>-KOH tes Filtrat. . 7,50 ccm */;)-KOH 
Witkung . . . 0,0 ccm °/,>-KOH | Wirkung. . . 1,20 com "/,,-KOH 
ee ee a weer Tay: 


Der Versuch zeigt deutlich, daB die Nahrlésung lipolytisch 
wirkt und da8 es sich um eine Phytolipase handelt, die Glyceride 
héherer Fettsiuren, z. B. Triolein, kraftig zu spalten vermag. 
Ferner sehen wir, da8 bei gegen Lackmus alkalischer Reaktion 
die Lipasewirkung gehemmt wird, wihrend sie bei saurer Reaktion 
eintritt. 

In einem weiteren Versuche wurde mit sonst gleicher Nahr- 
lésung Pepton als N-Quelle beniitzt (0,5 proz.). 

Die Kulturen wurden 20 Tage in der Dunkelkammer bei 20°C ge- 
halten. In dieser Zeit bildete sich eine miBig dicke, noch nicht kompakte 
Myceldecke, die starke Sporenbildung aufwies. Die Nahrlésung war von 
weingelber Farbung, vollkommen klar und bakterienfrei; ich neutralisierte 
sie nach Filtration mit K,CO, gegen Lackmus und stellte mit ihr folgenden 
Versuch an: 


Tabelle VII. 
Wirkung eines Kulturfiltrates auf Triolein. 
Zeit: 41 Stunden, Temp.: 21° C. 
10 ccm Filtrat +- 10 ccm 1 proz. Trioleinemulsion: 0,35 ccm %/,,-KOH 


20 ” ” + 10 ” ” ” 0,70 ” ” 
30 ” ” + 10 ” ” ” 1,00 ” , 
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Die Nahrlésung erweist sich somit als lipaseaktiv. Zugleich 
zeigen die erhaltenen Resultate eine deutliche Abhangigkeit der 
Fettspaltung von der Filtratmenge. 

Aus dem Mycel wurde nach Ausitherung ein Extrakt nach 
Rouge (1907, S. 594) bereitet und dieser ebenfalls mit K,CO, gegen 
Lackmus neutralisiert. 2,5 com dieses Extraktes machen in 24 Stun- 
den bei 21° C aus 5 cem 1 proz. Trioleinemulsion 12,5% Olsiure 
frei. Leider reichte der Extrakt zu vergleichenden Versuchen mit 
der lipasehaltigen Nahrlésung nicht mehr aus. Der Mycelriick- 
stand wurde bei 22°C getrocknet und. nachher gut zerrieben. 


2g desselben setzten in 25 Stunden bei 21°C aus 10 ccm 1 proz. 
Trioleinemulsion 4,5% Olsiure in Freiheit. Diese schwache Wirkung ist 
wahrscheinlich auf die unvollkommene Auspressung des mit Sand zer- 
riebenen Mycels zuriickzufiihren und spricht wie die relativ starke Wirkung 
des Mycelextraktes zugunsten der Wasserléslichkeit der Lipase. 


Ein letzter Versuch wird zeigen, daB auch auf einem von Fett 
freien Substrat Lipase gebildet wird. 


In Grangerkolben wurden je 100 ccm folgender Nahrlésung abgefiillt: 
0,1% KH,PO, 
0,05% MgSO, kryst. 
0,5% Pepton 
1,0% Rohrzucker. 

An 3 aufeinanderfolgenden Tagen wurden die KulturgefaiBe je 20 Min. 
lang sterilisiert. Nach Beimpfung verblieben die Kulturen 10 Tage bei 
20° C im Dunkelzimmer. In dieser Zeit bildeten sich dicke Decken, die einen 
kraftigen Sporenbelag aufwiesen. Die Kulturfliissigkeit wurde abfiltriert 
und gegen Lackmus neutralisiert; sie war so intensiv braungelb verfarbt, daB 
beim Titrieren nur 10ccm den Farbenumschlag noch deutlich erkennen lieBen. 
10 ccm Kulturfliissigkeit verursachten in einer 0,5 proz. Olivenédlemulsion 
eine Spaltung von 37,5% (Zeit: 24 Stunden, Temp.: 36°, Mikrobiirette). 

Es wird somit auch Lipase in eine Nahrlésung ausgeschieden, 
die kein Fett enthilt. 

Ich versuchte durch Eintragen der Nahrlésung in das 5- bis 
6fache Volumen von 96proz. Alkohol die Lipase auszufillen; 
die gebildeten Niederschlagsmengen waren jedoch duBerst gering 
und bestanden wohl zum gréBten Teil aus Pepton. 


b) Lipase in Extrakten. 


Es wurde bereits oben gezeigt, daB ein nach der Methode 
von Rouge hergestellter Glycerinextrakt ein wirksames Praparat 
liefert, doch gibt auch ein Wasserextrakt ein positives Resultat. 
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Die zum Extrakt verwendeten Kulturen wurden 14 Tage bei 27° C 
auf folgender Nahrlésung geziichtet: 


0,1 KH,PO, 

0,1 NH, - Cl 

0,05 MgSO, kryst. 
1,0 HaselnuBél. 


Die dicht mit Sporen bedeckten, relativ diinnen Decken wurden 
nach Entfettung durch Ather mit gereinigtem Quarzsand und einigen Tropfen 
2/,9-Essigsiure so lange zerrieben, bis eine Probe unter dem Mikroskop 
keine intakten Zellen mehr erkennen lie’. Dann wurde das 10fache Volumen 
dest. Wassers zugesetzt, das Ganze durch ein Schleichersches Filter filtriert 
und das Filtrat mit Na,CO, gegen Lackmus neutralisiert. 


Tabelle VIII. 


Wirkung verschiedener Extraktmengen bei konstantem Volumen 
auf 5ccm 1 proz. Monobutyrin bei 40°. 


Versuchsdauer: 22 Stunden. 








5 ‘com Extrakt ey 8 be ae eae ere OS 
ecm H,O | Se a ee ee 0 

Wirkung in com %j-KOH.... | 0 | 04| 08! 11 1,45 
He. ear aes | o | 13,3 | 266 | 36,6 |48,3 


Der wisserige Auszug aus Aspergillus niger enthialt also 
Lipase. Die Essigsiure wurde darum zugegeben, weil sich eine 
ganz schwach saure Reaktion als fiir die lipolytische Wirkung 
giinstig erwies. 


c) Wirkung eines PreBsaftes. 


Um eine méglichst groBe Mycelmenge zu erhalten, habe ich 27 Granger- 
kolben mit je 100 ccm der obenerwahnten Nahrlésung mit 0,5% Pepton 
und 1% Rohrzucker beschickt. Nach Beimpfung standen die Kolben bei 
32° C 7 Tage lang im Dunkeln. Den PreBsaft stellte ich nach der Methode 
von Pringsheim (1910, 8. 197) dar. Das gewaschene Mycel wurde in einer 
Handpresse leicht entwiissert, dann in einer Reibschale mit Quarzsand und 
Kieselgur zerrieben, bis eine homogene Masse von Teigkonsistenz resultierte. 
[Gewichtsverhaltnisse wie bei der PreBsaftdarstellung aus Hefe nach 
Buchner (1903, S. 60).] Die Masse wurde in ein vorher ausgekochtes 
PreBtuch gegeben und in einer hydraulischen Presse bei 350 Atm. Druck 
ausgepreBt. Der steril aufgefangene PreBsaft war braunrot und reagierte 
gegen Lackmus sauer. Er lieB sich durch ein gewohnliches Filter leicht 
filtrieren. 


ad 
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Tabelle IX. 
Wirkung eines PreBsaftes auf Monobutyrin. 
Zeit: 47 Stunden, Temp. 40,5°. 5ccm 1 proz. Monobutyrin. 








ecm PreBsaft ecm H,O | Wirkung in ecm n/,»>KOH Wirkung in % 


0,65 21,6 
0,95 31,6 
1,05 35,0 


| a” ae 10 
| 


1,25 41,6 


$ 


Der Versuch zeigt also, daB der 
PreBsaft Lipase enthalt, daB aber 
die Spaltung des Monobutyrins nur 
anfangs proportional der Enzym- 
menge ansteigt, nachher aber nicht 
mehr. 

In folgendem Versuche wurden 
10 ccm Olivenédlemulsion zur Sta- 
bilisierung der Emulsion mit einer 
Spur Gummi arabicum versetzt und die Wirkung des 
saftes auf Olivendél untersucht. 


Tabelle X. 
Wirkung eines PreBsaftes auf Olivendlemulsion. 
Zeit: 45 Stunden, Temp.: 40,5°. 
10 cem ungekochter PreBsaft verbr. "/,)-KOH in com: 4,70, gesp. Ol: 59,8%, 
10 ,, gekochter ie se “ ec ie ee ae BS 
Der PreBsaft besitzt somit die Fahigkeit, auch Olivendl 
intensiv zu spalten. 


& 


Wirkung % —> 








SSE 2 ea 


| ee 


d) Ausfallung der Lipase aus einem PreBsaft. 


Um die Lipase aus einem PrefSsaft ausfillen zu kénnen, habe 
ich 20, 6 Tage alte, bei 34° C gewachsene Kulturen von Granger- 
kolben mit 100ccm Nahrlésung (enthaltend Rohrzucker und 
Pepton) ausgepreBt. 

Der PreBsaft, der genau gleich aussah wie beim vorherigen Versuche, 
wurde durch Glaswolle filtriert und hierauf in das 6fache Volumen 95 proz. 
Alkohol gegossen. Es bildete sich ein grauweiBer Niederschlag, der nach 
kurzem Absitzenlassen rasch filtriert und bei 40° getrocknet wurde. Der 
trockene Riickstand wurde vom Filter abgehoben und fein zerrieben. Von 
diesem Pulver spalteten 0,05 g in 23 Stunden bei 40° C aus 5 ccm 1 proz. 
Monobutyrin 16,6% Buttersiure ab. Mit 0,05 g Pulver, 1 g Triolein und 


12* 
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0,6 com Wasser wurde eine Emulsion hergestellt, wie sie von Yalander 
(1911) bei seinen Studien iiber die Ricinuslipase verwendet wurde. Das 
Gemisch blieb 48 Stunden bei 33° C stehen. 

Leider vergaB ich die Proben hie und da zu schiitteln, um 
die Emulsion intakt zu erhalten. Diese war denn auch bei Ver- 
suchsabbruch aufgerahmt und es lieB sich deshalb keine starke 
Lipasewirkung erwarten; tatsichlich wurden in dieser Zeit nur 
4%, Triolein gespalten. 

Der bei 40°C getrocknete PreBriickstand zeigte keine Wir- 
kung. 

e) Wirkung von Acetondauerpraparaten. 

Bei der Darstellung von Acetondauerpriiparaten folgte ich 
der Methode von Pringsheim (1910, S. 197). 

Die Myceldecke einer 14 Tage bei 18°C gewachsenen Pepton-Rohr- 
zuckerkultur wurde ausgewaschen und hierauf in einer Handpresse kraftig 
entwissert. Der PreBkuchen wurde nun 10 Minuten lang in Aceton ge- 
schwenkt, nachdem er vorher fein zerkleinert worden war. Nach dem Ab- 
sitzen der aufgeschwemmten Masse wurde auf der Nutsche mdéglichst trocken 
abgesaugt und der wieder zerkleinerte PreBkuchen neuerdings in Aceton 
eingetragen, wo er wihrend 2 Minuten geschwenkt wurde. Ich habe iibrigens 
festgestellt, daB beim Eintragen in Aceton eine Temperatursteigerung 
von héchstens 1°C eintritt. Nachdem die Masse grobgepulvert ist, wird 
sie in einer Schale mit Ather tibergossen; sie bleibt 3 Minuten darin und wird 
éfter umgeriihrt. Nach dem Absaugen des Athers wird die gepulverte Masse 
auf Filtrierpapier !/,—1 Stunde an der Luft liegengelassen. Nachher trocknet 
man im Thermostaten bei 40—45°. Die Ausbeute betrug in diesem Falle 
0,5 g. Mit diesem Praiparat wurde die Wirkung auf Triacetin untersucht. 


Tabelle XI. 
Wirkung eines Acetonpriparates auf Triacetin. 
5cem 2,5 proz. Triacetin. Dauer: 24 Stunden, Temp.: 41° C 





Pulver Wirkung % -Triacetin 
&  |ccm /,-KOH| mgr KOH] gespalten 


0,1 3,70 20,75 21,6 
0,2 4,68 26,25 27,5 


Dieser Versuch zeigt deutlich, daB das Acetonpriparat 
Lipase enthilt. 














4. Abhingigkeit der Lipasebildung von Kohlenstoff- und Stickstoffquelle. 

Aus den Arbeiten zahlreicher Forscher (Katz 1898, Butke- 
witsch 1902, Grezes 1912, Knudson 1913, Kylin 1914) 
geht hervor, daB der Nahrboden die Bildung der Enzyme so weit 
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beeinflussen kann, da sie in verschiedener Menge oder iiberhaupt 
nicht gebildet werden. So hat K ylin festgestellt, daB die Diastase- 
bildung von Aspergillus niger bei Zugabe von Starke gesteigert 
wird und bei ausschlieBlicher Kultur auf Starke einen maximalen 
Wert erreicht. 

Um die Einwirkung des Nahrbodens auf die Lipasebildung festzustellen, 
habe ich Kulturen in Grangerkolben auf 100 ccm folgender Nahrlésung 
angesetzt: 0,1% KH,PO, 

0,1% NH,Cl resp. aquival. Menge Pepton 
0,05% MgSO, kryst. 

1,0% C-Quelle 

100 cem Aqua dest. 

Von diesen Kulturen wurden Acetondauerpraparate hergestellt und 
die Wirkung gleicher Gewichtsmengen des Praparates auf eine gleiche Ester- 
menge unter gleichen Versuchsbedingungen untersucht. Kulturdauer 
9 Tage, Temp. 35° C. 


Tabelle XII. 


Einflu8 verschiedener C- und N-Quellen auf die Lipasebildung. 


0,1 g Acetondauerpriparat, 5 ccm 1 proz. Monobutyrin. Zeit: 24 Stunden, 
Temp.: 38°C. 








“Substrat =——itstCt*«ésd:s«Wirkeung in % 
HaselnuBél 

H.-61 + Pepton (16% N).. . 

Rohrzucker + Pepton 


Hier fallt sofort der groBe Unterschied zwischen der Lipase- 
bildung auf Ol als einziger organischer C-Quelle und einer Nahr- 
lésung mit Pepton als N-Quelle und Rohrzucker als C-Quelle 
auf. Im ersten Falle ist die relative Lipasemenge 3mal gréBer 
als im letzten. Die Lipasebildung der Pepton-Olkultur steht da- 
gegen nur wenig hinter derjenigen der Olkultur zuriick. 

Der folgende Versuch befaBte sich mit der Lipasebildung 
auf Triolein und seinen Komponenten. Die Kulturdauer betrug 
1l Tage, Temp. 35° C. 

Tabelle XIII. 


Lipasebildung auf verschiedenen C-Quellen. 
0,2 g Pulver, 5 ccm 1 proz. Monobutyrin. Zeit: 24 Stunden, Temp.: 38° C. 





Triolein 
Olsiure 
Glycerin 


Substrat -—=—| Spaltung in % 
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Aus Tabelle XIII geht hervor, daB die C-Quelle die Lipase- 
bildung quantitativ zu beeinflussen vermag; am meisten Lipase 
wird auf Triolein gebildet, auf Olsiure ist die Enzymbildung fast 
ebenso stark, waihrend sie auf Glycerin um mehr als die Hilfte 
geringer ist. 

Nun sind allerdings diese Resultate nicht ohne weiteres 
vergleichbar, da wir nach Went (1918, S.1) auf diese Weise 
nicht ganz entsprechende Stadien des Pilzwachstums vergleichen, 
weil ja das Trockengewicht z. B. bei C-Quellen von verschiedenem 
Nahrwert nicht zu gleicher Zeit sein Maximum erreicht. Went 
zeigte weiter, daB fiir die Enzymbildung auch ein Zeitoptimum 
besteht, in welchem diese ihr Maximum erreicht, daB sie spiater 
aber wieder sinkt. Da jedoch der Beginn der Mycelentwicklung 
und derjenige der Sporenbildung unter den angefiihrten Kultur- 
bedingungen und auf den untersuchten Niahrlésungen héchstens 
um einen Tag differierte, so kann man mit Hilfe der Resultate 
dieser Versuche den EinfluB8 des Nahrbodens auf die Lipase- 
bildung doch einigermaBen abschiitzen. Der genaue Verlauf der 
Lipasebildung auf den verschiedenen Substraten soll der Gegen- 
stand einer spiteren Arbeit sein. 


5. Zeitlicher Verlauf der Lipasebildung. 


In seiner Untersuchung iiber den Verlauf der Diastasebildung 
bei Aspergillus niger hat Went (1918) gezeigt, daB in einer Nahr- 
lésung mit 0,5°%, Glucose, 0,5°% NH,-+ NO,, 0,1°% K,HPO, und 
0,05°% MgSO, bei 35° C die Diastasebildung sofort rasch ansteigt, 
nach etwa 5 Tagen ein Maximum erreicht und dann ebenso rasch 
wieder abnimmt. Das Trockengewicht dagegen erreicht das 
Maximum erst nach 9 Tagen. 

Folgender Versuch zeigt nun, daB auch bei der Lipasebildung 
aihnliche Verhiltnisse bestehen. 

Der Pilz wurde in Grangerkolben bei 33—34°C auf 100 ccm Nahr- 
lésung folgender Zusammensetzung kultiviert: 

0,1% KH,PO, 
0,05% MgSO, 
0,5% Pepton 
1,0% Rohrzucker. 


Die im folgenden fiir das Trockengewicht angegebenen Zahlen sind 
immer das Mittel aus 2 Bestimmungen. Um diese auszufiihren, hob ich die 
Myceldecken méglichst ohne Verlust ab, wusch sie gut aus und trocknete 
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nachher in tarierten Wagglaschen bei 105°C bis zur Gewichtskonstanz, 
was etwa 6 Stunden beanspruchte, und wog dann. Zur Bestimmung des 
Lipasegehaltes der Nahrlésung wurde diese filtriert und mit K,CO, gegen 
Lackmus neutralisiert. Die durch die Verdunstung eingetretene Volum- 
abnahme glich ich durch Zugabe von destilliertem Wasser aus. Von den 
Mycelien wurden gleiche Gewichtsmengen eines Acetonpraparates verglichen. 


a) Verlauf der Bildung des Trockengewichtes. 


Tabelle XIV. 
Verlauf der Bildung des Trockengewichtes. 








Alter der Kultur | Trockengewicht 
Tage in g 

0,135 

0,301 

0,515 

| 0,490 

0,440 


Aus dieser Versuchsreihe geht hervor, daB das Trocken- 
gewicht nach einer Kulturdauer von 6 Tagen sein Maximum erreicht. 

















¥ 


o- 2 
Zeit in Tagen ——> 


Abb. 2. 
b) Verlauf der Aciditiét in der Nahrlésung. 


Die Resultate der Versuche iiber den zeitlichen Verlauf der 
Lipasebildung sind in Abb. 2 graphisch dargestellt. Diese enthialt 
noch eine Kurve, die den Reaktionsverlauf in der Nahrlésung 
wihrend der Versuchsdauer zeigt. 

Von 2 verschiedenen Kulturen wurden je 20 ccm der filtrierten Nahr- 
lésung genau abpipettiert, mit 3 Tropfen Phenolphthalein versetzt und 


unter Anwendung von "/,,-KOH titriert. Die Werte, nach denen die Kurve 
konstruiert ist, sind immer das Mittel aus 2 solchen Bestimmungen. 
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Tabelle XV. 
Verlauf der Reaktion. 
Alter der Kultur Verbrauch an b/,y-KOH 

Tage in ccm 
2 4,87 
4 7,92 
6 5,60 ' 
8 2,40 

10 1,35 





Die in Kolonne 2 von Tabelle XV enthaltenen Zahlen repri- 
sentieren keine eigentlichen Acidititsbestimmungen, sondern nur 
Bestimmungen der freien Wasserstoffionen, wobei noch zu beriick- 
sichtigen ist, daB eventuell vorhandene, kolloid geléste Stoffe, 
fiir die ja eine enorme Oberflichenentwicklung charakteristisch 
ist, die Kalilauge durch Adsorption festhalten kénnen. Zudem 
ist ja in der Nahrlésung Pepton vorhanden, das in seiner Eigen- 
schaft als amphoterer Elektrolyt sowohl Saiuren als auch Basen 
binden kann. Trotzdem schien mir eine Bestimmung des Reaktions- 
verlaufes angezeigt, weil wir durch sie in den Stand gesetzt werden, 
die Reaktionsverhiltnisse zu iiberblicken, unter denen das Enzym 
wahrend der Versuchsdauer steht. 


c) Verlauf der Enzymbildung. 
Enzymabscheidung in die Nahrlésung. 


i Verwendet wurden 30ccm der Kulturfliissigkeit, deren 
“ q Volumen ich durch Zusatz von destilliertem Wasser stets auf 
; ‘ 100 ccm hielt und dadurch den Verdunstungsverlust ausglich. 

fad Zeit: 24 Stunden, Temp.: 40° C, 3 Tropfen Phenolphthalein. 


Tabelle XVI. 
&) Lipasebestimmungen in der Nahrlésung. 

















Alter der Kultur Wirkung in % 
Tage Mittel aus 2 Kulturen 

: : 2 94,0 

; 4 33,3 

6 16,6 

| 8 3,3 

| 10 0 

. 


Wie Tabelle XVI zeigt, erreicht der Lipasegehalt der Nahr- 
lésung schon nach 2 Tagen sein Maximum, fallt dann aber rasch 
und erreicht nach 10 Tagen den Wert Null. 
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f) Enzymbildung im Mycel. 
0,1 g Acetondauerpriparat aus Material von 4 Kolben nach 


méglichst feiner Pulverisierung, 5 ccm 1 proz. Monobutyrin, Zeit: 
24 Stunden, Temp.: 40° C. 


Tabelle XVII. 
Lipasegehalt des Mycels. 








Wirkung in % 
Mittel aus 2 Bestim- 
| mungen 

50,0 
43,3 
33,2 
26,6 
10 | 26,6 


Also auch hier wird das Maximum der Lipasebildung schon 
am 2. Tage erreicht. Allerdings sinkt von diesem Zeitpunkt an 
der Gehalt nicht so rasch wie in der Nahrlésung. Es liegen somit 
hier ahnliche Verhiltnisse vor wie bei der von Went studierten 
Diastasebildung. Auch fiir die Lipase fallen die Maxima des 
Trockengewichtes und der Enzymbildung nicht zusammen, indem 
zuerst nach 2 Tagen die Enzymbildung das Maximum erreicht 
und das Trockengewicht erst nach 6 Tagen maximal wird. Der 
Lipasebildung im Mycel entspricht auch der Lipasegehalt der 
Nahrlésung, es handelt sich also um ein Ektoenzym. 

Die nach Erreichung des Maximums erfolgende Abnahme 
des Enzymgehaltes ist schwierig zu erkliren. Went hilt eine 
spater eintretende Zerstérung des Enzyms fiir méglich. 

Die oben angefiihrten Versuche erstrecken sich auf die 
Dauer von 10 Tagen. Es erhebt sich nun die Frage, wie sich 
der weitere Verlauf der Kurve gestaltet. Dieser wird wohl durch 
die Bildung von neuem Mycel stark beeinflu8t, das durch Aus- 
keimung der in der Kultur gebildeten Sporen entsteht. Dieser 
Vorgang wird sich in allerdings stets abnehmendem Mafe immer 
wiederholen. Die Kurven, die alle mehr oder weniger vollkommene 
Horizontalrichtung angenommen haben, erleiden dadurch so lange 
kleine Ausschlige nach oben, bis fiir die Sporenkeimung keine 
giinstigen Bedingungen mehr existieren. Diese Verhiltnisse hat 
Went (1918) bei der Diastasebildung durch Aspergillus niger 
eingehend studiert und den Verlauf der Enzymbildung wahrend 
149 Tagen quantitativ verfolgt. 


| 
Alter der Kultur | 
Tage } 
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Spiitere Versuche miissen zeigen, wie sich der Verlauf der 
Lipasebildung noch auf anderen Substraten gestaltet und von 
welchen Faktoren die Lage der verschiedenen Maxima abhingt. 


IH. Abhingigkeit der Lipasewirkung von iiuBern Faktoren. 
1. Einflu8 der Temperatur. 
a) Hohe Temperaturen. 

Zu den Versuchen iiber die Abhingigkeit der Lipasewirkung von 
auBeren Faktoren wurde Material verwendet, das aus Rohrzucker-Pepton- 
kulturen stammt, welche 7 Tage bei 34°C gehalten worden waren. 

Um den Einflu8 hoher Temperaturen bzw. trockener und feuchter 
Hitze festzustellen, lie ich solche in verschiedener Dauer auf das Enzym 
wirken. 

Tabelle XVIII. 
Wirkung trockener und feuchter Warme. 


Wirkungsdauer des Enzyms: 48 Stunden, Temp.: 31—32°C, 10 ccm 
1 proz. Triacetin, 0,1 g Pulver. 








Vorbehandlung Wirkung in mg KOH 





Keine Vorbehandlung 6,73 
1 Stde. im Trockenschrank bei 
100° erhitzt 3,59 
2 Stdn. im Trockenschrank bei 
100° erhitzt 1,96 
5 Min. im Dampftopf (97 °) erhitzt 0 





Tabelle XVIII zeigt, daB ein 1 stiindiges Erhitzen die Wirkung 
des Priparates nicht ganz aufhebt, sondern nur etwa auf die 
Halfte reduziert; eine 2stiindige, gleichstarke Erwarmung setzt 
die Wirkung etwa auf ein Drittel herab. Das 5 Minuten lange 
Erhitzen im Dampfstrome hat dagegen eine vollstandige Auf- 
hebung der Aktivitat zur Folge. 


b) Mittlere Temperaturen. 
0,2 g Pulver, 5 com 1 proz. Monobutyrin, Versuchsdauer 25 Stunden. 


Tabelle XIX. 
Einflu8 mittlerer Temperaturen. 








Temperatur | Verbrauch an | %-Monobutyrin 
a1 be 0 mg KOH gespalten 


20 6,40 36,6 
30 7,29 43,3 
40 12,06 71,6 
50 10,09 60,0 
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Wir sehen aus diesem Versuche, daB bei 40° C die starkste 
Esterspaltung eintritt. 

Im folgenden Versuch mit neutralem PreBsaft einer gleich- 
altrigen Kultur wurde hauptsichlich die Wirkung der Tempera- 
turen in der Nahe von 40° C untersucht. 











Tabelle XX. 
Wirkung der Temperaturen um 40°C. 

Temperatur %-Ester at 
*¢ | gespalten > 8 
I Sig? Spine ¥ ' 4 
21,5 | 133 § 4G ie 
35,0 | 2040 ER Mle 
40,0 23,3 20° 55° 40°YS° 52° 
44,5 | 13,3 Torn. —> 
52,0 | 6,6 Abb. 3. 


Beide Versuche zeigen, daB die Wirkung bis zu 40° C ansteigt 
und bei héherer Temperatur wieder abzunehmen beginnt. Rouge 
(1907, S. 660) stellte fest, daB die Lipase von Lactarius sanguifluus 
(Fres.) bei einer Temperatur von 45°C am starksten wirkt, 
wahrend die Optimaltemperatur fiir das Wachstum des Pilzes 
bei 25° C liegt; zwischen beiden Optima befindet sich somit das 
betrachtliche Intervall von 20° C. 

Salmenlinna (1917), der die Entwicklung der Rasse # 
von Aspergillus niger bei verschiedenen Temperaturen studierte, 
fand, daB das ékologische Optimum, d. h. diejenige Temperatur, 
bei welcher unter gleichzeitig intensiver Sporenbildung das gréBte 
Trockengewicht in kiirzester Zeit gebildet wird, bei 35—37° C 
liegt. Eigene Versuche, bei denen ich den Durchmesser der 
Kolonien auf Agarplatten, sowie die Sporenbildung als Kriterien 
fiir die Intensitat des Wachstums beniitzte, ergaben, daB dieses 
bei 35° C am stiarksten ist. Somit liegen bei Aspergillus niger die 
Optima fiir das Wachstum und fiir die Lipasewirkung nur 3—5° C 
auseinander, also lange nicht so weit auseinander wie bei Lactarius 


sanguifluus. 


2. Einflu8 der Enzymmenge. 

Der Einflu8B der Enzymmenge auf die Lipolyse wurde dadurch 
festgestellt, daB bei gleicher Estermenge und gleichen Versuchs- 
bedingungen verschiedene Enzymmengen zur Wirkung kamen. 
5ecm 2,5 proz. Triacetin, Zeit 49 Stunden, Temp. 38° C. 
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Tabelle XXI. 
Einflu8 der Enzymmenge. 











Pulvermenge Relative Enzym- Verbrauch KOH-Spaltung 

g konzentration mg in % 
0,05 1 15,14 15,8 
0,10 2 24,12 25,2 
0,20 | 4 30,29 31,7 
0,30 6 40,39 42,3 
0,40 8 44,88 47,0 
0,50 | 10 49,36 51,7 














Diese Versuchsserie zeigt, daB mit zunehmender Enzym- 
konzentration auch die Spaltung zunimmt. Doch besteht zwischen 
diesen beiden GréBen keine Proportionalitat. 

Nach Schiitz (1885) verliuft die Enzymwirkung proportional 
der Quadratwurzel aus der Enzymmenge. Die Formel fiir diesen 
Verlauf lautet: U = 2+} E, wo U 
den Umsatz, E die Enzymmenge 
und x in diesem Beispiele die Ester- 
menge bedeutet, die durch die Kon- 
zentration 1 des Enzyms gespalten 
wird. Die Konstante x hat hier 
den Wert 15,8. 

In Abb. 4 verbindet die obere 
Kurve die tatsichlich gefundenen 
Werte, wihrend die untere die nach 
der Schiitzschen Regel berechneten 
darstellt. Die Abbildung zeigt, daB zwischen den theoretischen 
und den praktisch gefundenen Werten eine gute Ubereinstimmung 
besteht. 
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Abb. 4. 


8. Einflu8 des Substrates. 
a) Qualitat des Substrates. 


Durch einen friiheren Versuch (S. 18) habe ich gezeigt, daB 
Aspergillus niger auf Triolein, Tripalmitin und Triacetin Wachs- 
tum zeigt, auf Monobutyrin und den Athylestern der Butter-, 
Bernstein- und Benzoesiiure dagegen nicht gedeiht. 

Der folgende Versuch soll nun die Wirkung der von Asper- 
gillus gebildeten Lipase auf verschiedene Ester zeigen und gleich- 
zeitig feststellen, ob der Pilz auf oben genannten Stoffen darum 
nicht gedeiht, weil seine Lipase diese nicht zu hydrolysieren vermag. 
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Tabelle XXII. 
Wirkung auf verschiedene Ester. 


0,1 g Pulver, 10 ccm 1 proz. Ester. Versuchsdauer: 48 Stunden, Temp.: 
39° C. 





Ester 


| Spaltung in % 


Monobutyrin . . | 45,1 
Triacetin .... 28,5 

Benzoesaur. Athy! | 0 
Buttersaur. Athy] | 6 








Tabelle XXII zeigt die gute Wirkung der Lipase auf Mono- 
butyrin und Triacetin, wahrend der Buttersiureaithylester nur 
schwach und das benzoeséure Athyl itiberhaupt nicht gespalten 
wurde. Die Wirkung auf malonsaures bzw. bernsteinsaures 
Athy] war in einem ahnlichen Versuche undeutlich. AuBerdem 
wurde festgestellt, daB 0,05 g dieses Pulvers von 1 g Ricinusdl 
in 46'/, Stunden bei 39° C 9% spalteten. Diese geringe Wirkung 
mu8 wahrscheinlich darauf zuriickgefiihrt werden, daB sich die 
Emulsion nicht lange hielt. Die Versuche zeigen, da8 wir es bei 
Aspergillus niger mit einer echten Lipase zu tun haben, die haupt- 
sichlich die Glyceride der Fettsiuren intensiv zu spalten vermag. 
Da der Pilz auf Glycerin gut gedeiht, ist wohl die Buttersiure 
fiir die Wachstumshemmung verantwortlich zu machen. 


b) Quantitat des Substrates. 

Der Einflu®B der Substratmenge auf den Verlauf der Ester- 
spaltung kann dadurch klargestellt werden, daB gleichen Enzym- 
mengen unter sonst gleichen Versuchsbedingungen verschiedene 
Estermengen geboten werden. Folgender Versuch gibt dariiber 
naheren AufschluB. 


Tabelle XXIII. 
EinfluB der Substratmenge. 


0,1 g Pulver, Zeit: 44 Stunden, Temp.: 40° C, 1% Monobutyrin, konstantes 
Volumen: 10 cem. 





Relat. | KOH-Verbrauch Spaltung 416 
Estermenge | in mg in % , 327 





Abb. 5. 





mene 1 276 
eq 4,48 66,6 

4 5,61 41,6 

6 6,73 | $87 i 
Roy 7,57 27,6 ‘ _— 
ee 8,13 | 21,9 


249 














190 R. Schenker: 


Diese Versuchsreihe zeigt, daB die Spaltung nicht proportional 
der Konzentration des Esters erfolgt, da8 also der relative Umsatz 
um so gréBer ist, je niedriger die Konzentration des Esters, und 
umgekehrt. 

4. Einflu8 der Spaltprodukte. 
Beim Studium: des Einflusses der Spaltprodukte auf die 
inzymtitigkeit untersuchte ich zuerst die Wirkung verschiedener 
Glycerinkonzentrationen. 

Dabei wandte ich 0,1 g Enzympulver und 5 ccm 1 proz. Monobutyrin 
an. Durch Zugabe von destilliertem Wasser hielt ich das Volumen kon- 
stant bei 15ccm. Versuchsdauer: 24 Stunden, Temp.: 40° C. 

Tabelle XXIV. 


Wirkung des Glycerins. 

















Glycerinmenge 
—_ Gespaltenes Monobutyrin 
in ccm | in Vol.-Proz. 
0 0 30,2 
2 13,3 25,0 
4 26,6 22,3 
6 40,0 19,7 





Wir kénnen dieser Versuchsreihe entnehmen, daB ein Zusatz 
von 13,3 vol.-proz. Glycerin auf die Esterspaltung bereits hemmend 
wirkt und daB die hemmende Wirkung mit zunehmender Glycerin- 
konzentration zunimmt. Wenn wir aber mit so geringen Ester- 
mengen arbeiten, wie dies in meinen Versuchen der Fall ist, so 
wird das bei der Fettspaltung freiwerdende Glycerin die Tatigkeit 
des Enzyms kaum zu beeinflussen vermégen. 

Von den Sauren wurde die Essigsaure hinsichtlich ihrer Wir- 
kung auf den Verlauf der Esterspaltung untersucht. 


Ich lieB dabei 0,2 g Enzympulver auf eine Lésung von | proz. Triacetin 
in destilliertem Wasser oder in "/,9-, "/,99- und "/,999-Essigsdure als Sub- 
strat einwirken. Versuchsdauer: 44'/, Stunden, Temp.: 34°C (Mikro- 
biirette). 


Tabelle XXV. 
Wirkung verschiedener Essigsiuremengen. 

















1% Triacetin Esterspaltung 
in 10 ecm in % 
SSE Pe 11,5 
®/,q00-Essigsiure . 11,5 
D/,99-Essigsiure . . 10,7 
"/,9-Essigsiure . . 8,4 


de 


ab 
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Tabelle XXV zeigt, daB in einer "/,,-Essigsiure die Spaltung 
deutlich gehemmt wird, wahrend sie in einer ®/,99- bzW. ®/ j999- Essig- 
siure von derjenigen in Wasser nur schwach oder gar nicht 
abweicht. 

In derselben Weise untersuchte ich auch die Wirkung der 
Oxalsiure und zwar hauptsichlich deshalb, weil diese ja von 
Aspergillus niger selbst gebildet wird. 


Tabelle XXVI. 
Wirkung verschiedener Oxalsiuremengen. 





1% Monobutyrin | Esterspaltung 
in 5 com 


H,0 

2/1990-Oxalsiure el eee 

D/i99-Oxalsiure . . 26,6 

B/,9-Oxalsiure . . | 5,0 

Die Resultate dieser Versuchsreihe sind leicht verstandlich, 

wenn man den Dissoziationsgrad der beiden verwendeten Sauren 
miteinander vergleicht. Nach Treadwell (1914, 8.13) ist die 
n/,,-Oxalsiure zu 60°, dissoziiert, die "/,,-Essigsiure dagegen 
bloB zu 1,3%. Die viel starker hemmende Wirkung héherer 
Oxalsiurekonzentrationen beruht also offenbar auf ihrem héheren 
Dissoziationsgrad. 


5. Zeitl. Verlauf der Esterspaltung. 

Um einen Einblick in den zeitlichen Verlauf der Ester- 
spaltung zu gewinnen, setzte ich gleichzeitig zahlreiche Versuchs- 
gemische unter genau denselben Bedingungen an und hielt sie 
wahrend der Versuchsdauer unter genau gleichen auBeren Be- 
dingungen. 

Tabelle XXVII. 
Zeitlicher Verlauf der Esterolyse. 
0,2g Pulver, 5 ccm Iproz. Mono- 
butyrin. Temp.: 39° C. 








Zeit in Std. Spaltung in %, 
| 10,0 
15,0 


| 183 
| 


Spaltung %—a- 











23,3 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB die Esterspaltung 
bis zur 5. resp. 8. Stunde stetig ansteigt. Immerhin besteht kein 
Parallelismus zwischen Zeit und Enzymwirkung. Die Kurve 
nihert sich bald der Horizontalen, was zeigt, daB die Reaktion 
einem Gleichgewichtszustande zustrebt. 

Ein weiterer, sich auf 8 Tage erstreckender Versuch lieferte 
dasselbe Kurvenbild. 


SchluShbetrachtungen. 


Der von mir untersuchte Stamm von Aspergillus niger hat 
die Fahigkeit, die Fette, welche in der freien Natur in den ver- 
schiedensten Substraten enthalten sind, auf enzymatischem Wege 
zu hydrolysieren und dadurch einen weiteren Abbau dieser Stoffe 
zu erméglichen. Seine Lipasebildung befahigt ihn, auf organischen 
Medien mit Fetten als einziger organischer C-Quelle zu gedeihen 
und aus diesen seinen C-Bedarf zu decken. Da seine Temperatur- 
kurven fiir Wachstum und Lipasebildung nahezu parallel ver- 
laufen und dementsprechend auch die Temperaturoptima 
fiir beide Vorginge nahe beisammen liegen, vermag Asper- 
gillus niger gerade bei bestem Wachstum die Fette am besten 
zu spalten. 

Bei Wachstum und Lipasewirkung von Aspergillus niger 
spielt die Reaktion des Substrates eine wichtige Rolle. Der 
untersuchte Pilz gehért bekanntlich zu denjenigen Organismen, 
die bei saurer Reaktion des Mediums bedeutend besser gedeihen 
als bei alkalischer. Meine Versuche haben nun ergeben, daB die 
Aspergilluslipase bei gegen Lackmus neutraler Reaktion bzw. 
schwach saurer Reaktion am stirksten wirkt, wahrend sie bei 
alkalischer und stark saurer Reaktion in ihrer Wirkung bedeutend 
gehemmt wird. Vielleicht fallen auch hier die optimalen Be- 
dingungen fiir Wachstum und Lipasewirkung zusammen, doch 
kénnen dariiber nur genaue Bestimmungen der fiir das Wachstum 
und Lipasewirkung optimalen Wasserstoffionenkonzentrationen 
AufschluB geben, die ich nicht ausgefiihrt habe. 

Aspergillus niger bildet auf zahlreichen, wesentlich ver- 
schiedenen Substraten Lipase, offenbar ganz allgemein dann, 
wenn die Bedingungen fiir den Pilz giinstig sind. Eine be- 
deutende Steigerung der Enzymbildung tritt aber ein, sobald ein 
Medium Fette enthilt, also diejenigen Stoffe, welche vom Enzym 
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gespalten werden. Somit liegt bei Aspergillus niger nach K ylins 
(1914, 8. 499) Ausdrucksweise quantitative Enzymregulation vor. 
Eine solche ist fiir verschiedene andere Enzyme dieses Pilzes 
schon friiher nachgewiesen worden, nimlich durch Katz (1898) 
und durch K ylin (1914) fiir die Amylase, durch Grezes (1912) 
fiir die Maltase, Invertase, Inulase und das Emulsin. 

Auf die Frage nach der Beeinflussung der Enzymbildung 
durch verschiedene organische Nahrstoffe (Kohlenhydrate, Pep- 
ton usw.) kann fiir Aspergillus erst dann eine endgiiltige Antwort 
gegeben werden, wenn eine gréBere Zahl von Versuchen durch- 
gefiihrt worden ist, wie dies Went (1918) fiir die Diastase 
getan hat. 

Immerhin scheint aus meinen Versuchen (Tabellen XII, XIII) 
hervorzugehen, da Rohrzucker, wahrscheinlich auch andere 
Kohlenhydrate, die Lipasebildung hemmen, wihrend die N- 
Verbindungen (Pepton oder NH,Cl) ohne wesentlichen Ein- 
fluB sind. 


Die hemmende Wirkung von Rohrzucker und wahrscheinlich 
auch anderer Kohlenhydrate auf die Lipasebildung ist offenbar 


darauf zuriickzufiihren, daB die genannten Stoffe vom Pilze ohne 
Mitwirkung der Lipase direkt resorbiert werden kénnen; eine 
Herabsetzung der Lipasebildung ist somit biologisch verstandlich. 
Wahrscheinlich ist auch die Abnahme der Lipasebildung bei Zugabe 
von Glycerin ebenso zu erkliren, indem auch hier die Lipase- 
bildung eigentlich iiberfliissig ist. 

Ob die bei der Spaltung der Fette entstehenden Fettsiuren, 
die ja dem Pilz auch als Nahrstoffe dienen kénnen, die Enzym- 
bildung aus dem gleichen Grunde hemmen, kann vorlaufig nicht 
entschieden werden, weil der Einflu8 der Fettsiuren auf die 
Lipasebildung nicht eingehend untersucht worden ist. 

Ebenso bleibt noch zu untersuchen, ob der die Enzym- 
wirkung hemmende Einflu8 der Fettsiuren nur auf der Wasser- 
stoffionenkonzentration beruht, oder ob auch das Anion hemmend 
wirkt. 

Die mit der Fettspaltung von Aspergillus niger stets ver- 
bundene Bildung von Oxalsiure steht mit der Lipasebildung 
in keinem engeren Zusammenhang, da dieser Pilz auch bei fett- 
freier Ernahrung Oxalsiure bildet. 
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Zusammenfassung. 


1. Der untersuchte Stamm von Aspergillus niger (Rasse f- 
Brenner) ist zur Fettspaltung befihigt. Er zeigt Wachstum auf 
Tripalmitin, Tristearin, Triolein; besonders gut gedeiht er auf 
Triacetin. Kein Wachstum tritt dagegen ein auf den Athylestern 
der Buttersiure, der Malonsiure, der Bernsteinsiure und der 
Benzoesaure. 

_ 2. Auf Olivenél, Olsiure und Glycerin wird wie auf Rohr- 
zucker Oxalsiure gebildet. 

3. Die Fettspaltung wird durch eine in die Niahrlésung ab- 
geschiedene Lipase, somit durch ein Ektoenzym bewirkt, das 
jedoch auch in einem Wasserextrakt, in einem Glycerinextrakt 
(nach Rouge), im PreBsaft und in einem Acetondauerpriiparat 
in wirksamer Form aus dem Mycel gewonnen werden kann. Aus 
einem PreBsafte konnte das Ferment mit Alkohol ausgefiallt 
werden. 

4. Auf fetthaltigen Medien wird am meisten Lipase gebildet, 
bedeutend mehr als auf solchen, die Rohrzucker oder Glycerin 
enthalten. 

5. Fiir die Lipasebildung existiert ein Maximum, das mit dem 
Trockengewichtsmaximum nicht zusammenfiallt, sondern vorher 
erreicht wird. 

6. Das Enzym wird durch feuchte Hitze zerstért. 

7. Das Temperaturoptimum fiir die Spaltung liegt bei 40° C. 

8. Die Spaltung geht am besten in einem neutralen bzw. 
schwach sauren Medium vor sich. 

9. Die Spaltung erfolgt bei zunehmender Enzymmenge 
ziemlich genau nach der Schiitzschen Regel. 

10. Die relative Spaltung sinkt mit zunehmender Ferment- 
konzentration. 

11. AuBer verschiedenen Olen und Fetten spaltet die Lipase 
auch Monobutyrin und Triacetin. Es liegt also eine echte Lipase 


vor. 
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Zur Beschleunigung der Blutgerinnung durch Euphyllin. 
Von 
R. MeiBner. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Breslau.) 
(Eingegangen am 6. Mai 1921.) 


Auf dem vorjaihrigen KongreS fiir innere Medizin teilte 
Nonnenbruch!) mit, daB durch Euphyllininjektionen eine 
Beschleunigung der Blutgerinnung hervorgerufen wiirde. Die 
chomische Struktur dieser Substanz — des Theophyllin-Athylen- 
diamins — lenkte von Anfang an das Interesse auf die Frage: 
lst es die Purin- oder die Diaminkomponente, die diese be- 
schleunigte Gerinnung des Blutes bewirkt?“ AuBer anderen 
Problemen ist Nonnenbruch auch der Beantwortung dieser 
Frage nachgegangen und hat in seiner Arbeit ,,Uber einige neu- 
artige Mittel (Euphyllin und andere Amine) zur Beschleunigung 
der Blutgerinnung‘?) dariiber ausfiihrlich berichtet. 

Er hat zu seinen Blutgerinnungsversuchen die Capillarblutmethode, 
die Methode nach Adler und die nach Fonio gewahlt, die Versuche durch- 
weg mit venédsem Blut angestellt und dabei gut iibereinstimmende Werte 
erhalten. Er kommt nach zahlreichen diesbeziiglichen Experimenten an 
Tier und Mensch zu dem SchluB, da8 ,,Athylendiamin in bestimmten Saure- 
verbindungen, so als essigsaures Athylendiamin und besonders auch als 
Theophyllin-Athylendiamin (Euphyllin) und da8 auBerdem das Diathylen- 
diamin (Piperazin) eine klinisch brauchbare, stark gerinnungsbeschleunigende 
Wirkung haben. Auch fiir das Coffein und das Theophyllin wurde eine 
solche Wirkung in einzelnen Fallen wahrscheinlich gemacht . . . In dem 
wirksamsten Versuche betrug die Gerinnungsbeschleunigung iiber 50%.“‘ 

Gleich nach Bekanntwerden der Mitteilungen Nonnen- 
bruchs iiber Euphyllin auf dem KongreB 1920 und lange vor 
dem Erscheinen seiner ausfiihrlichen Mitteilungen*) habe auch ich 


1) Verhandl. d. deutschen Kongr. f. inn. Med. 1920. 

2) Dtsch. Archiv f. klin. Med. 134, 174. 

5) Ich war auf dem vorjahrigen Kongre® fiir innere Medizin persénlich 
nicht anwesend und bin Herrn Prof. E. Frank fiir seinen Hinweis auf dies 
Ausfiihrungen Nonnenbruchs sehr zu Dank verpflichtet. 
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verschiedene Versuche ausgefiihrt, die dem oben skizzierten 
Gedankengange entsprachen. Auch ich glaubte, daB bei der 
einfachen und iibersichtlichen Zusammensetzung des Euphyllins 
die Priifung seiner Komponenten ein klares Bild von der Beein- 
flussung der Blutgerinnung durch Theophyllin und Athylendiamin 
geben miisse. Ich habe zwar nicht so zahlreiche und vielseitige 
Versuche ausfiihren kénnen wie Nonnenbruch und Szyszka, 
da mich jeder einzelne Versuch ein Tier kostete, glaube aber, 
mit meinen Zahlen eine ganz brauchbare Erginzung der Ergeb- 
nisse Nonnenbruchs und Szyszkas zu liefern. Ich hatte mir 
von Anfang an vorgenommen, die Beeinflussung des arteriellen 
Blutes und seiner Komponenten am Kaninchen zu priifen und 
zwar deshalb, weil ich bei dieser Versuchsanordnung gréBere 
Reibungswiderstinde des austretenden Blutes an Fremdkérpern 
zu vermeiden glaubte. Durch Einbinden nicht zu enger, kurzer 
und ganz trockener Glaskaniilen in die Carotis meinte ich, am 
besten jeder vorzeitigen Gerinnung des Blutes begegnen zu kénnen. 
Ich injizierte die zu untersuchende Substanz in die Vena jugularis 
und fing 10 Minuten nach der Injektion immer eine bestimmte 
Menge Blutes auf einem trockenen Uhrschilchen auf. Dieses 
brachte ich sofort nach Fonio in eine feuchte Kammer und 
bestimmte nun ebenso wie Nonnenbruch und Szyszka die 
R.-Z. (Reaktionszeit = Bildung des ersten Fibrinfadens) und die 
G.-Z. (Gerinnungszeit = Beendigung der Gerinnung). Die Zeit 
der Blutentnahme: 10 Minuten nach der Injektion war willkiirlich © 
gewahlt; man kann aber. wohl annehmen, da8 nach intravendsen 
Injektionen um diese Zeit eine ausgesprochene Wirkung vor- 
handen ist. Es beweisen dies auch einwandsfrei meine Versuche 
mit Euphyllin. Ich habe jedesmal sowohl von normalem Blute 
als von dem Blute nach der Injektion je 2 Proben zur Kontrolle 
abgenommen und sie in Uhrschalchen aufgefangen, die fiir 2 und 
21/,ccm geeicht waren. Es wurden vor und nach der Injektion 
natiirlich nur Blutproben von gleicher Menge (entweder 2 und 
2ccm oder 21/, und 2'/,ccm) verglichen. Meist begniigte ich 
mich mit den Bestimmungen 10 Minuten nach der Injektion, 
verschiedene Male habe ich aber die Injektionen wiederholt und 
die Bestimmungen nach entsprechenden Pausen wieder ausgefihrt. 

In folgender Tabelle (S. 200/01) stelle ich die gefundenen 
Werte zusammen. 
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Diese Versuche zeigen folgendes: Die Gerinnung des arteriellen 
Kaninchenblutes wird durch Euphyllin beschleunigt und zwar 
sowohl die R.-Z. wie die G.-Z.; einmal (Versuch 5) kam die Ge- 
rinnung so schnell zustande, daB bei einer ahnlichen Wirkung 
im Tierkérper mit starker Thromben- und Emboliebildung 
gerechnet werden muBte. Meine 5 Euphyllinversuche bringen 
eine ganz klare Bestatigung der Nonnenbruchschen Angaben 
betreffs der Wirkung des Euphyllins. 

Was nun die Wirkung der Euphyllinkomponenten anbetrifft, 
so méchte ich mich nicht ohne weiteres der Ansicht Nonnen- 
bruchs und Szyszkas anschlieBen. Zwar zeigen auch meine 
Zahlen, daB einige Diamine die Blutgerinnung sichtlich be- 
schleunigen. Ich verweise hier anf Versuch 13 mit Pentamethylen- 
diamin, wo besonders nach der 2. Injektion eine sehr starke Wir- 
kung zu erkennen ist und auf die Versuche Nr. 10 und 11 mit 
Diathylendiamin, bei denen die R.-Z. stark beeinfluBt wurde. 
Andererseits zeigte die Priifung auf Ortho-Phenylendiamin selbst 
in hohen Dosen iiberhaupt keine Wirkung. 

Das hier besonders interessierende Athylendiamin setzte die 
R.-Z., die Phase also, auf welche Nonnenbruch und Szyszka 
den gréBten Wert legen, einmal deutlich (Versuch 8) und einmal 
sehr stark (Versuch 9) herab. 2mal beeinfluBte es die R.-Z. 
allerdings gar nicht. Auch die G.-Z. wurde, abgesehen von Ver- 
such 8, vermindert, allerdings nur in maBigem Grade. Ich méchte 
somit dem Athylendiamin und zwar sowohl dem alkalischen, wie 
dem mit HCl abgestumpften, eine gewisse, aber nur eine mabig 
starke Beschleunigung der Blutgerinnung zuschreiben. Viel 
deutlicher trat diese bei meinen Versuchen mit Theophyllin 
zutage. Abgesehen von Versuch 21 war bei den anderen die 
R.-Z. um mehrere Hundert Prozent und die G.-Z. auch einige 
Male um 50% herabgesetzt. Das spricht so deutlich fiir eine 
gerinnungsbeférdernde Wirkung, daB ich in meinen Versuchen 
der Purinkomponente des Euphyllins die stirkere Wirkung 
zuerkennen mu§. Einige Male haben ja auch Nonnenbruch 
und Szyszka eine beschleunigte Wirkung durch Theophyllin 
wahrgenommen und die gerinnungsbeschleunigende Wirkung des 
Coffeins, wie sie Sa ck ur fand, spricht auch fiir diese Purinwirkung. 

Bei der stark alkalischen Reaktion des Euphyllins hatte 
ich mit der Méglichkeit gerechnet, daB die Gerinnungsbeschleuni- 
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:. i" eee +g ae rN Pon ras Ge CA eee igs wh At rarer ies a 
2 ee = 2] Normale 
Vor] 625] Werte 
such || Mit ks ae Injiziert bei 1. Injektion 
Nr. g R.-Z. G.-Z. 
1 Euphyllin 1100 | 5/, | 21 0,03 g in 2'/, com NaCl physiologisch 
| 6/, | 21*/, 
2 - 1100 | 4 | sy, |] Ol gin’ , -, 
| 5 i; & 
3 | is 1400 |] 2 | 8 Ol4gin5 , 
{ 2/, | 2B, 
4 | 1900 | 8 26 0,18 g in 7 * 
3 29 
5 || oe 1200 | 7 16 0,12 g in 5 ie 
| 8 17 
6 H Athylendiamin | 1450 | 7 27 0,08 g stark alkalisch 
i 10 | 88 
7 |i < 2060 | 2/, | 34 | 065g schwach alkalisch 
31/,/ | 40 
8 | ” 1150 | 7 | 21 08 g ” , 
| 7, | 2 
9 | ie 200} 8 | 1B 06g , ‘i 
| 8 4 
10 | Diathylendiamin 1800 | 8 | 88 1,0 g in 10 ccm NaCl schwach alkalisch 
S 87"/ 
11 | * 2100 | 4*/, 42 15 ginl10 , Ps » 
I 4), | 46 
12 | Pentamethylendiamin | 1400 | 5'/, | 30 03 gin 3 ,, » F ” 
| 5/, | 30 
18 | a 1700 | 3/, | 88 he ek oe is " 
} 4 87 
14 || Ortho-Phenylendiamin | 1700 | 8 80 0,25 g schwach alkalisch, warm injiziert 
3, | 83 
15 ra 1800 | 2, | 75 14 g m ” ” ” 
2/, | 80/, 
16 Para-Phenylendiamin 1800 | 4 59 0,35 g schwach alkalisch 
4 61 
17 Natronlauge 2000 | 1 18 4 gtts. 10% NaOH + 5ccm NaCl 
1/, | 24 
18 = 1700 | 6 =| 39 Cg ee Re Se 
BY, | 48 
19 : 1600} 2 | 10/4] 4 ,, 10% Pe ot We ae 
2 | 12), 
20 a 2 | 81 5). Ove OF oS 
1500 | 2'/, | 51 
21 Theophyllin*) 1800 | 8 12 0,14 g + 10 ccm NaCl schwach alkalisch 
4/, | 16, 
2 = 2000 | 4 47 0,15 g in 5cem NaCi**) _,, - 
4/, | 50 
3B m 2100 | 6/, | 76 015g in 5b ,, ” * ” 
6'/, | 8 
rat Md 1450 | 7 B4 Oll gin 6 ,, s o is 
| T/, | 37 
6 | ” 1200 7 26"/, 0,09 g in 5 ” ” ” ” 
7 27'/s 


*) Theophyllin BGhringer und Theocin Merck wurden verwandt. 
**) Mit 10% NaOH abgestumpft. 
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Werte 10 Min iW erte10 Min 
nach 1, Inj. Injiziert wurden bei der nach 2. Inj. 


2. Injektion Bemerkungen 


aa 
BS) G.-Z. 


4 | 1 2 
#/,| 14 0,08 g in 2*/, ccm NaCl physiol. | 3 
2/,| 19 — | ZL. 2/4, GZ. 
2), | 21 — | ae ee 
1, | 8 Oe 6c os Bh a we a 
Ms | 


R.-Z.| G.-Z. 





| 10 


18 | a th» & 


18"/, 
21 


22 13.Inj.0,6 neutr. 10Min.sp.R.-Z.6, G.-Z.24. 
038 neutral | 8 Sy. 


_ 
oe = Oe 


— 
= 


1,2 schwach alkalisch Kurs nachher Exitus. 


wee 


0,2 in 2 ccm NaCl, schwach alkal, 


8 gtts. NaOH in 5 ccm NaC! phys, 


4 gtts. NaOH in 5 ccm NaCl phys, i 
8. Inj. 5 gtts. NaOH in 10 ccm NaCl | 
8 gtts. NaOH in 5 ccm NaCl phys, 10 Min. n. 8. Inj. R.-Z. 1, G.-Z. 24*/s, | 
» Ll, iw Ble] 





0,14 in 10 ccm NaCl, schwach alkal, 
Es wurde ganz langsam injiziert. 
0,18 in 5com NaCl, schwach alkal, Tier blieb dauernd ruhig. 











Tier war unruhig. 
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gung auf eine Alkaliwirkung zuriickzufiihren sei. Ich priifte des- 
halb den EinfluB des NaOH auf die Gerinnung, fand aber hierbei 
keine nennenswerte Beschleunigung. Ebensowenig waren die 
zeitweise einsetzenden Krampfe nach Euphyllin und Theophyllin 
die Ursache derselben. Endlich war auch die Diurese scheinbar 
nicht an der Gerinnungsbeschleunigung beteiligt, denn diese 
setzte auch bei Harnverhaltung der Tiere ein. Nonnenbruch 
und Sz yszka haben sich bei Beurteilung der Frage, ob den Purinen 
oder den Diaminen die ausschlaggebende Wirkung zukommt, 
vorsichtig geiiuBert und den Diaminen nur bedingt die Haupt- 
wirkung zugeschrieben. Ich méchte mit meinem Urteil auch 
zuriickhaltend sein und es dahin zusammenfassen, daB eine 
summierende Wirkung der schwacheren Diamine und der starkeren 
Purinkomponente hier zu der einwandsfreien starken Wirkung 
des Euphyllins fiihrt. Es liegen hier vielleicht ahnliche Verhilt- 
nisse vor wie in der Gruppe der Digitalis, wo sich die stark wirk- 
samen Glykoside aus 2 weniger wirksamen Komponenten zu- 
sammensetzen. Aber ich will auch nicht unausgesprochen lassen, 
daB die Versuchsanordnung und die Beurteilung der Versuche 
bei der hier zur Diskussion stehenden Frage mir nicht ganz 
einwandsfrei erscheint, weniger deswegen, weil man bei arteriell 
ausstrémendem Blut, wenn man es eben nicht durch enge Passagen 
schicken will, nicht genau auf den Tropfen abmessen kann als 
vielmehr deswegen, weil die Tiere normaliter eine sehr verschie- 
dene Gerinnungszeit zeigten, und der Einflu8 auf normal hoch- 
stehende Zahlen mir viel gréBer erschien als auf niedere Normal- 
werte. 





Die Wirkung einiger Verwandten des Chioroforms mit 
besonderer Beriicksichtigung der Traubeschen Theorie 
tiber die Wirkung der Narkotica der Fettreihe.') 


Von 
Georg Joachimoglu. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Mai 1921.) 


Seit einer Reihe von Jahren sind in unserem Institut syste- 
matische Untersuchungen tiber die Wirkung einiger Halogen- 
kohlenwasserstoffe angestellt worden, die zwar noch nicht ganz 
abgeschlossen sind, aber schon heute einige Betrachtungen allge- 
meiner Natur gestatten. Aus diesem Grunde erschien es mir 
zweckmaBig, im Zusammenhang kurz dariiber zu berichten. 


Im AnschluB an friihere Untersuchungen von Heffter und Joachi- 
moglu?) iiber die Toxikologie des Tetrachlorithans hat Plétz*) die hamo- 
lytische Wirksamkeit der in Frage kommenden Kérper verglichen. Zu 
diesen Versuchen wurde Meerschweinchenblut und Hundeblut benutzt. 
Aus vielen Versuchen wurden die Mittelwerte, die Himolyse hervorrufen, 
festgestellt und der vergleichenden Betrachtung zugrunde gelegt. Von den 
gepriiften Verbindungen, namlich: Dichlormethan, Chloroform, Tetrachlor- 
methan, Athylendichlorid, Athylidenchlorid, Tetrachlorithan, Pentachlor- 
athan, Hexachlorathan, Dichlorithylen, Trichlorithylen, Tetrachloraithylen, 
konnte durch Penta-, Hexachlorithan und den Derivaten des Athylens keine 
Hamolyse erzielt werden, weil diese Kérper zum Teil in Wasser sehr wenig 
léslich, auch in den stirksten Konzentrationen, die in Wasser méglich 
sind, eine Himolyse nicht hervorrufen. Setzt man die himolytische Wirk- 
samkeit des Chloroforms = 1, so betragen die entsprechenden Zahlen bei 
Dichlormethan 0,42, bei Tetrachlormethan 10,5, beim Athylendichlorid 
0,52, beim Athylenchlorid 0,95 und beim Tetrachlorathan 6. Die haimo- 
lytische Wirksamkeit nimmt demnach in der Reihenfolge Tetrachlor- 


1) Vorgetragen in der Physiologischen Gesellschaft am 6. V. 1921. 

*) Heffter und Joachimoglu, Vierteljahrsschr. f. gerichtl. Med. 
u. ff. Sanitaétsw. 48 (Suppl.). 1914. 

8) Diese Zeitschr. 103, 243. 1920. In dieser Arbeit finden sich auch 
naihere Angaben iiber die Léslichkeit dieser Kérper. Vgl. auch Kiessling, 
diese Zeitschr. 114, 294. 1921. 
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methan, Tetrachlorithan, Chloroform, Athylidenchlorid, Athylendichlorid, 
Dichlormethan ab. 

Es war nun von groBem Interesse, diese Verbindungen noch in bezug 
auf andere Wirkungen zu priifen, um festzustellen, ob ahnliche in Zahlen 
ausdriickbare Beziehungen bestehen. Wir priiften zunichst die narkotische 
Wirkung. Zur Feststellung der narkotischen Wirksamkeit haben wir 
folgende Versuchsanordnung gewahlit: Wir brachten kleine SiiBwasser- 
fische (Moorkarpfen) in wisserige (Leitungswasser) Lésungen des zu prii- 
fenden Kérpers und bestimmten, bei welcher Konzentration innerhalb 
15 Minuten eine vollstandige Narkose eintritt, d. h. das Tier auf der Seite 
liegt und bei Beriihrungen Reflexe nicht auftreten. Die molare Konzen- 
tration, welche in der erwihnten Versuchsanordnung zur Narkose fiihrt, 
betrigt bei Dichlormethan 0,008, Chloroform 0,0025, Tetrachlormethan 
0,0016, Athylendichlorid 0,002, Athylidenchlorid 0,0009, Tetrachlorithan 
0,00019, Pentachlorithan 0,000123, Hexachlorithin 0,00004225, Di- 
chlorithylen 0,007, Trichlorathylen 0,0001902, Tetrachloraithylen 0,0004. 
Die narkotische Wirksamkeit nimmt also in der Reihenfolge Hexa- 
chlorithan, Pentachlorithan, Tetrachlorithan, Trichlorithylen, Tetra- 
chlorithylen, Athylidenchlorid, Tetrachlormethan, Chloroform, Athy- 
lendichlorid, Dichlorithylen, Dichlormethan ab. Wird die narkotische 
Wirkung des Chloroforms = 1 gesetzt, so betrigt die Wirksamkeit bei 
Dichlormethan 0,31, Tetrachlormethan 1,5, Athylendichlorid 1, Athyliden- 
chlorid 2,7, Tetrachlorathan 13,1, Pentachlorithan 20, Hexachlorathan 
59,1, Dichlorithylen 0,37, Trichlorathylen 13,1, Tetrachlorithylen 6,2. 
Schon diese 2 Versuchsreihen zeigen uns, daB himolytische und narkotische 
Wirkung keineswegs parallel gehen. Tetrachlormethan, das in bezug auf 
Hamolyse an erster Stelle steht, in bezug auf Narkose an 6. Stelle (vgl. 
Tabelle II). In der Methan- und Athanreihe nimmt mit der Zahl der Chlor- 
atome im Molekiil die narkotische und hamolytische Wirkung zu. In der 
Athylenreihe finden wir eine Ausnahme von dieser allgemein anerkannten 
Regel, denn Trichloraithylen wirkt starker narkotisch als Tetrachlorathylen. 


‘s CH,Cl 
Man kénnte geneigt sein anzunehmen, da Athylendichlorid ( d ‘ ) 
% CH; H,Cl 
und Athylidenchlorid ( d ne gleich wirksam seien, weil sie gleiche Mengen 
2 


von Chlor enthalten. Auch dies trifft nicht zu. Sowohl in Bezug auf 
die narkotische als auch himolytische Wirkung ist Athylidenchlorid wirk- 
samer als Athylendichlorid. 

Uber die Wirkung dieser Kérper am isolierten Froschherzen hat 
Kiessling’) in unserem Institut neuerdings Versuche angestellt. Er 
stellte die Konzentration fest, die am isolierten Herzen von Landfréschen 
in der Straubschen Versuchsanordnung Herzstillstand hervorruft. In Mol 
ausgedriickt betragen die entsprechenden Zahlen fiir Dichlormethan 0,0433, 
Chloroform 0,0224, Tetrachlormethan 0,004, Athylendichlorid 0,0283, 
Athylidenchlorid 0,00858, Tetrachlorithan 0,002989, Pentachlorithan 
0,0008368, Dichloriithylen 0,011, Trichlorathylen 0,0076. Wird die Wirk- 

1) Diese Zeitschr. 114, 292. 1921. 
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samkeit des Chloroforms in bezug auf das isolierte Froschherz = 1 gesetzt, 
so betrigt die Wirksamkeit des Dichlormethans 0,5, Tetrachlormethans 5, 
Athylendichlorid 0,8, Athylidenchlorid 2,6. Tetrachlorithan 7,5, Penta- 
chloriéthan 26, Dichlorithylen 2, Trichlorathylen 2,9. Wahrend Hexa- 
chloraithan in bezug auf Narkose an erster Stelle steht, zeigte die wiisserige 
Lésung dieser Verbindung am isolierten Froschherzen keine Wirkung. 
Freilich ist dieser Kérper in Wasser sehr wenig léslich (0,01 g in 1 Liter 
Wasser). 

Die Wirksamkeit in bezug auf das isolierte Froschherz nimmt in der 
Reihenfolge Pentachlorithan, Tetrachlorithan, Tetrachlormethan, Tri- 
chlorithylen, Athylidenchlorid, Dichlorathylen, Chloroform, Athylen- 
dichlorid, Dichlormethan ab. Plagge*) wird in seiner Dissertation Versuche 
mitteilen, welche sich mit der Wirkung unserer Chlorderivate auf die Hefe- 
garung beschaftigen. Es wurde bestimmt, welche Konzentration die Hefe- 
garung (PreBhefe) vollstindig hemmt. Wie bei den Versuchen mit Blut- 
kérperchen konnte durch Penta- und Hexachloraithan und durch die Deri- 
vate des Athylens in gesittigten wisserigen Lésungen eine vollstindige 
Hemmung der Garung nicht erzielt werden. Ebenso verhielt sich in diesen 
Versuchen das Tetrachlormethan, welches, wie oben erwahnt, die starkste 
himolytische Wirkung zeigte. Die gefundenen Konzentrationen betragen 
in Mol ausgedriickt bei Dichlormethan 0,233, Chloroform 0,031, Athylen- 
dichlorid 0,065, Athylidenchlorid 0,0593, Tetrachlorithan 0,007. Wird die 
Wirksamkeit des Chloroforms in bezug auf die Hefegirung = 1 gesetzt, 
so betrigt die Wirksamkeit des Dichlormethans 0,132, des Athylendichlorids 
0,47, des Athylidenchlorids 0,52 und des Tetrachlorithans 4,53. Die Wirk- 
samkeit nimmt demnach in der Reihenfolge Tetrachlorithan, Chloroform, 
Athylidenchlorid, Athylendichlorid, Dichlormethan ab. Die Ergebnisse der 
obenerwahnten Versuche sind in Tabelle I (S. 206) zusammengestellt. Weiter 
haben wir das Verhalten dieser Verbindungen auf den Stoffwechsel unter- 
sucht*). Aus den oben erwahnten Untersuchungen von Heffter und 
Joachimoglu®) geht hervor, daB das Tetrachlorithan schwere Schidi- 
gungen des Stoffwechsels hervorruft. Bei verschiedenen Applikationsarten 
konnten bei Tieren starke Organverfettungen hervorgerufen werden. Von 
Chloroform ist ebenfalls schon lange bekannt, daB es Verinderungen der 
Leber, die zu Icterus, ja zu akuter gelber Leberatrophie fiihren kénnen, 
hervorruft. Nach Chloroformnarkosen bei Menschen sind derartige Ver- 
anderungen wiederholt beobachtet worden. Die Priifung der Wirkung 
einiger Chlorderivate auf den Stoffwechsel ergab nun folgendes: Dichlor- 
athylen und Pentachlorithan sind als starke Stoffwechselgifte anzusehen, 
wahrend Trichlorithylen und Tetrachlorithylen eine derartige Wirkung 
nicht zeigen. Es wird meist angenommen, da8 ungesittigte Verbindungen 
wirksamer sind als gesittigte. Wir sehen, da dies nicht der Fall ist, denn 
Chloroform, Tetrachlor- und Pentachlorithan sind gesattigte Verbindungen 
und stellen starke Stoffwechselgifte dar, wahrend Tri- und Tetrachlorathylen, 

1) Diese Zeitschr. 118, 129. 1921. 

*) Vgl. Berl. klin. Wochenschr. 1921. Nr. 7, S. 147. 

3) A. a. O. 
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Tabelle I. 
————___—— — ———- \ 
| Konzentra- | Konzentra- We 3 e 2 
| Hamo- | Narkotische | tion, die |tion, welche! p74_,,.|Narko- harry até 
| lytische| Konzentra- | Ventrikel- | die Hefe- lyti- | tisehe Grund 3 Es . 
Substang | ee! tion stillstand | garung | jin, | Zahl | Grund P 3° 
tration om hervorruft ae: Zahl \wirkung E 3 3 . 
Grammolekiile im Liter Chloroform = 1 = E | I 
Dichlor- | 0,045 | 0,008 0,0435 0,23346 | 0,42; 0,31) 0,5 | 0,132 ; 
methan | 
CH,Cl, ( 
Chloroform || 0,019 | 0,0025 0,0224 0,031 10 | 190} 1,0;1,0 ‘ 
CHC), : 
Tetrachlor- || 0,0016' 0,0016 0,004 _ 10,5 |} 1,5] -5,0 — ‘ 
methan CCl, ; 
Athylendich- || 0,036 | 0,002 0,0283 0,065 0,52} 1,0} 0,8 | 0,47 | 
lorid wate 
CH,Cl 
Athyliden- || 0,019 |0,0009 0,00858 | 0,0593 | 0,95} 2,7 | 2,6 | 0,52 ( 
chlorid eg 
CHCl, 
Tetrachlor- | 0,003 |0,00019 | 0,002989 | 0,007 | 6,0 [13,1 | 7,5 | 4,53 3 
ithan CHCl,! 
( 
OHOl, ) 
Pentachlor- | —*) |0,000123 | 0,0008368) — — |20,0 | 260 | — 
ithan vUle 
CHCl, ! 
Hexachlor- — |0,00004225 o — — |591}) — _ 
ithan CCl, 
CCl, 
Dichlor- — {0,007 0,011 _— — | 0,37) 20; — 
ithylen Ree 
CHCl 
Trichlor- — |0,0001902 | 0,0076 —_ — {131 | 29) — 
ithylenCHCl 
I 
CCl, 
Tetrachlor- | — |0,0004 a= — — |62); — — 
ithylen CCl, 
Ci, 




















*) — bedeutet, daB die stirkste im Wasser migliche 
Wirkung zeigt. 











Konzentration keine 


ungesittigte Verbindungen, eine derartige Wirkung vermissen lassen. 
Die Tatsache, daB Dichlorithylen im Gegensatz zum Tri- und Tetrachlor- 
athylen auf den Stoffwechsel wirkt, weist nochmals daraufhin, da8 der 
Satz, wonach die Wirksamkeit der Narcotica mit der Zahl der Chloratome: 
im Molekiil zunimmt, keine allgemeine Giiltigkeit haben kann. 
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Es ist interessant, daB einige Verbindungen noch eine spezifische 
Wirkung auf die Hornhaut des Auges zeigen. 

Ich habe dariiber mit Herrn K. Steindorff vergleichende Unter- 
suchungen angestellt, welche kurz folgendes ergeben haben. 

Athylendichlorid und Dichlorithylen haben die Eigenschaft, eine 
Triibung der Hornhaut bei Hunden hervorzurufen. Die Wirkung tritt 
nicht auf, wenn man eine wisserige Lésung der genannten Verbindungen 
in den Konjunktivalsack eintriufelt, oder sie in einer dicht schlieBenden 
Metallkappe vor dem Auge verdampfen lat. Wird dagegen das Tier mit 
den genannten Verbindungen narkotisiert, so tritt schon 6 Stunden spiter 
eine oberflichliche Triibung der Hornhaut auf. Auch nach subcutaner 
Injektion kénnen solche Triibungen auftreten. Die mikroskopische Unter- 
suchung zeigte, da8 es sich um ein Odem der Hornhaut handelt. Das 
Endothel wird nekrotisch, das Kammerwasser dringt in das Hornhaut- 
gewebe ein und dringt die Fibrillen auseinander. 


Die wiederholten Hinweise der verschiedenen Wirksamkeiten 
dieser Verbindungen je nach dem Versuchsobjekt treten uns klar 
vor Augen bei Betrachtung der Tabelle II (S. 208). Es ist klar,daB jede 
Theorie, welche auf Grund der Zusammensetzung eines K6érpers 
oder seiner physikalischen Eigenschaften die feineren Unterschiede 
der pharmakologischen Wirkung erkliren will, hier versagen muB. 
Nehmen wir an, eine Verbindung wirkt stark narkotisch, weil sie 
einen hohen Teilungskoeffizienten aufweist, so ist damit nicht 
erklirt, warum dieselbe Verbindung schwach hamolytisch wirkt. 
Ebensowenig kénnen wir erkliren, warum die eine Verbindung 
auf den Stoffwechsel wirkt, die andere nicht. 

Es sei noch einmal daran erinnert, daB Tetrachlormethan in 
bezug auf Himolyse an erster Stelle steht in bezug auf Narkose an 
6. Stelle. Wenn gesagt wird, daB eine Verbindung wirksamer ist 
als eine andere, so ist damit sehr wenig ausgesagt, wenn nicht 
gleichzeitig angegeben wird, welche Wirkung man zu dem Vergleich 
der zwei Verbindungen herangezogen hat. Es lag nicht im Plan 
meiner Untersuchungen, einen Beitrag zu den Narkosetheorien zu 
liefern. Bei der Priifung der Oberflichenaktivitat dieser Ver- 
bindungen muBte ich mich aber mit der Traubeschen Theorie 
beschaftigen und konnte dabei einige Tatsachen feststellen, die ich 
hier noch erwihnen méchte. Ich mu8 zunichst das Wesentliche 
dieser Theorien kurz skizzieren. Es wird dabei nicht méglich 
sein, die zahlreichen Arbeiten Traubes heranzuziehen, oder sie 
gar kritisch zu beleuchten. Ich beschriinke mich darauf, die letzte 
Arbeit dieses Forschers iiber diesen Gegenstand zu_beriick- 
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Tabelle II. 
Bate In Bezug auf 
Steht PUA UAED IER ESAS oor IIR 
ST | Mumotne — | Narkonw | DiC |_ Die Moteghrang 
1. Stelle [Tetrac hlormethan| Hexachlorithan | Pentachlorathan |Tetrachlorathan 
CCl, | CCls | CCl, i iCl, 
| | | 
| O0l, | CHCl, | CHCl, 
2. Stelle | Tetrachlorithan | Pentachlorathan |‘Tetrachlorithan | | Chloroform 
| itt | CCls = | CHCl, 
ae 
| CHCl, | CHCl, OHOl, 
3. Stelle | Chloroform | Tetrachlorithan Tet trachlormethan| Athylidenchlorid 
CHCl, CHO, | CCl, CH, 
| CHCl, | OHOl, 
} 'Trichlérathylen | 
| | CHCl 
i] 
CCl, | 
4. Stelle | Athylidenchlorid |Tetrachlorathyl. |Trichlorithylen | Athylendichlorid 
CH, | . O0l, | CHCl CH,Cl 
| Il bese 
CHCl, | CCl, CCl, CH,Cl 
5. Stelle | Athylendichlorid | Miiepienchlodld | | Athylidenchlorid | | Dichlormethan 
es 2Cl se 3 | Olle CH,Cl, 
GH,CI ue le | CHCl, 
6. Stelle | Dichlormethan a; Palate — — 
CH,Cl, | c 
| CHC! 
7. Stelle — Chloroform eer _ 
i CHC), CHCl, 
| Athylendichlorid | | 
| on 
| CH,Cl | 
8. Stelle | ~ Dichlorathylen | Athylendichiorid | ~ 
| CHCl | CH,Cl 
| ll | 
CHCl | CH,Cl 
9. Stelle | _ Dichlormethan | Dichlormethan _ 
| CH, Cl, CH, Cl, 


sichtigen!). Nach Traube kann fiir die physikalischen Eigen- 
schaften (Oberflachenaktivitit, Léslichkeit, Adsorption, die osmo- 

1) J. Traube, Die physikalische Theorie der Arzneimittel- und Gift- 
wirkung. Diese Zeitschr. 98, 177. 1919. Schon der Titel dieser Arbeit 
wird jeden Pharmakologen befremden, denn man kann aus prinzipiellen 
Griinden eine Arzneimittelwirkung von einer Giftwirkung nicht unter- 
scheiden. 
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tischen Eigenschaften, Reibung, Dispersitaét usw.), welche fiir die 
pharmakologischen Wirkungen eines Kérpers maBgebend sind, ein 
einheitlicher Gesichtspunkt gewonnen werden, wenn der Begriff des 
,,Haftdrucks“ eingefiihrt wird. ,,Unter Haftdruck des Stoffes oder 
Haftintensitat wird die Anziehung verstanden, die zwischen dem 
betreffenden Stoffe und dem Lésungsmittel, beispielsweise dem 
Wasser, besteht usw.“ ,,Je kleiner der Haftdruck ist (in bezug auf 
Wasser), um so gréBer ist die Oberflachenaktivitat der betreffenden 
Lésung, vorausgesetzt, daB sich es nicht etwa um lésliche oder so 
fliichtigeStoffe handelt wie Chloroform!'). Danach ist man 
imstande, durch Bestimmung von Oberflachenspannungen mit Hilfe 
der bekannten Tropfmethode wenigstens in qualitativer Reihen- 
folge bei nicht allzu fliichtigen Stoffen den Haftdruck zu messen.“ 
Speziell tiber die Narkotica wird weiter gesagt: ,, Narkotische Kraft 
und Oberflichenaktivitat gehen im allgemeinen parallel“. 

Nach Traube ist also kleiner Haftdruck bezw. groBe Ober- 
flichenaktivitat Eigenschaft aller Narkotica der Fettreihe. Wenn 
wir nun eine wassrige Lésung der oben erwahnten 
Chlorderivate auf ihre Oberflachenaktivitat unter- 
suchen, so finden wir, daB die Oberflachenspannung 
des Wassers durch darin geléstes Chloroform oder eine 
der anderen Verbindungen nicht im geringsten ver- 
aindert wird. Ich habe seiner Zeit mit Plétz zahlreiche stalag- 
mometrische Versuche ausgefiihrt mit vollstandig negativem Re- 
sultat. Neuerdings habe ich diese Versuche noch mit einem Visko- 
stagonometer*) wiederholt. Auch hier konnte keine Anderung 
der Oberflichenspannung des Wassers durch darin geléste Halogen- 
Kohlenwasserstoffe nachgewiesen werden. Beziiglich des Chloro- 
forms hat Traube auf Grund von Versuchen seines Schiilers 
Berzeller*) behauptet: ,,Die nach der Tropf- oder auch Steig- 
héhenmethode gemessene Oberflichenspannung der wissrigen 
Lésung wird bei Chloroform und anderen derartigen fliichtigen 
Stoffen (auch bei Ather) zu gro8 gefunden, weil aus der Oberflache 
wegen des groBen Dampfdruckes stiindig Substanz in die benach- 
barte Luft (oder sonstige Phase) diosmiert.‘ 


1) Im Original nicht gesperrt. 

*) Herr Prof. Traube hatte die Freundlichkeit, mich auf diesen sehr 
praktischen und einfachen Apparat aufmerksam zu machen. 

3) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 153, 307. 1913. 
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Ich méchte gleich hier betonen, um Irrtiimer zu vermeiden, - 
daB die Versuche von Berzeller mit Chloroformemulsionen aus- 
gefiihrt worden sind, wihrend bei unseren Versuchen nur absolut 
klare Lésungen angewandt wurden. Soweit ich die Literatur iiber- 
sehe, sind bei den anderen Verbindungen, auBer dem Chloroform, 
Bestimmungen der Oberflichenspannung bis jetzt nicht aus- 
gefiihrt worden. Wenn nun die Annahme Traubes, da8 Chloro- 
form als eine fliichtige Substanz aus der Oberfliche in die Luft 
diosmiert, und aus diesem Grunde die Oberflichenspannung zu 
groB gefunden wird, richtig ist, so muB eine Chloroformlésung, da 
nach Traube dieses ,,Diosmieren“ so schnell vor sich geht, daB 
ein Ausschlag bei der stalagmometrischen Messung ausbleibt, 
unwirksam werden, wenn man sie an der Luft stehen oder ein 
Stalagmometer passieren laBt. Zur Nachpriifung habe ich 
folgende Versuche aufgefiihrt: 


Versuch A: Ringerlésung, die in 1000 ccm 1,8 ccm Chloroform 
enthalt, wird durch ein Stalagmometer geschickt und dann in ein iso- 
liertes Froschherz gebracht. Es erfolgt prompt Stillstand. 

Dieser Versuch zeigt uns, daB die Lésung auch nach dem Passieren 
des Stalagmometers Chloroform enthalt. Die gewahlte Konzentration, 
1,8ccm in 1000 ccm Ringerlésung, ist die Grenzkonzentration, die nach 
den Versuchen von Kiessling Stillstand hervorruft. Wir sehen also, 
da8 das Chloroform bei der stalagmometrischen Messung nicht 
in die Luft diosmiert. Da eine Lésung, die in 1000 ccm Wasser 
1,5 cem Chloroform enthalt, einen Stillstand nicht hervorruft, so kénnen 
wir mit Bestimmtheit sagen, da8 bei der Stalagmometermessung nicht 
mehr Chloroform verlorengegangen ist, als der Menge von 0,3 ccm Chloro- 
form in 1000 com Wasser entspricht. Wenn wir nun beriicksichtigen, 
da8B eine wisserige, gesittigte Chloroformlésung in 1000 ccm beinahe 
3mal soviel Chloroform enthilt (5 com in 1000 ccm) als die Lésung, 
die wir zu dem Herzversuch benutzt haben, so sehen wir, daB trotz 
dieser groBen Menge, welche das Wasser enthalt, seine Oberflichen- 
aktivitét nicht verindert wird. Bedenkt man, daB Kérper, die viel 
weniger narkotisch wirken als Chloroform, eine starke Oberflichenaktivitat 
zeigen, von Amylalkohol geniigt ein Gehalt von 0,05 ccm in 1000 ccm Wasser, 
um eine sehr deutliche Zunahme der Oberflichenaktivitét hervorzurufen), 
so miissen wir zu dem Schlu8 kommen, da8 die pharmakologische Wirkung 
der hier gepriiften Verbindungen unméglich durch Oberflichenaktivitat 
bedingt sein kann. 

DaB eine Chloroformlésung nach Passieren des Stalagmometers 
erhebliche Mengen Chloroform enthalt, kann auch in einfacher Weise 
auf chemischem Wege nachgewiesen werden. 

Versuch B: Eine gesittigte wiasserige Chloroformlésung passiert 
ein Stalagmometer. Die tropfenweise aufgefangene Lisung wird mit 
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einem Tropfen Anilin und alkoholischer Kalilauge schwach erhitzt. Der 
widerliche Isonitrilgeruch ist sofort wahrzunehmen. Wird die Lésung mit 
Resorcin und Natronlauge zum Sieden erhitzt, so zeigt sich eine rote 
Farbung, beim starken Verdiinnen ist eine Fluorescenz wahrzunehmen. 
Auch reduziert die aus dem Stalagmometer gewonnene Chloroformliésung 
Fehlingsche Lésung. 

Wir haben gesehen, daB nicht nur wisserige Chloroformlésungen, 
sondern auch die anderen Verwandten des Chloroforms die Oberflachen- 
spannung des Wassers nicht beeinflussen. Sie kénnen also unméglich zu 
den capillaraktiven Stoffen gerechnet werden. 

Von anderen Halogenverbindungen habe ich noch in Gemeinschaft 
mit Dr. Devrient das Bromoform gepriift. Seine Léslichkeit betrigt in 
Wasser 0,3 ccm im Liter. Die Messung mit einem Viscostagonometer, bei 
welchem ein Tropfen Wasser 120 Teilstrichen entsprach, ergab fiir die 
Bromoformlésung denselben Wert. Dagegen ruft eine Ringerlésung, die 
im Liter 0,18 cem Bromoform enthalt, am isolierten Froschherzen sofort 
Stillstand hervor. Der Versuch zeigt, da8 nicht nur die gepriiften Chlorderi- 
vate des Methans, Athans und Athylens eine Beeinflussung der Oberflichen- 
spannung des Wassers nicht zeigen, sondern auch Bromderivate. 

Damit diirfte erwiesen sein, daB Oberflachenaktivitat und 
Narkose wenigstens fiir die hier gepriiften Verbindungen nichts 
miteinander zu tun haben. 

Das Ergebnis unserer Untersuchungen steht in Uberein- 
stimmung mit den kiirzlich von H. Fiih ner (diese Zeitschr. 115, 
259. 1921) mitgeteilten Befunden, wonach Chloroformlésungen 
nicht capillaraktiv sind. Dasselbe Verhalten zeigen Lésungen 
von Pentan, Hexan und Octan. 

Die Narkosetheorien, die bis jetzt aufgestellt worden sind, diir- 
fen wir mit Héber’) nur als Erklarungsméglichkeiten ansehen, und 
nicht als wohl fundierte Lehren. Aber auch eine Erklarungsmég- 
lichkeit miissen wir fallen lassen, wenn sie so im Widerspruch 
mit den Tatsachen steht. 


1) Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe. Berlin 1914, S. 471. 








Uber Alkaptonchromogene. 


Von 


G. Katsch und Géza Német. 
(Aus der Medizinischen Universitaétsklinik Frankfurt a. M.) 
(Hingegangen am 10. Mas 1921.) 


Es ist bekannt, daB aus der Homogentisinsiure — der Cha- 
raktersubstanz des Alkaptonharns — nicht nur das beriihmte 
braunschwarze Alkaptonmelanin entsteht, sondern gelegentlich 
auch andere Farbenténungen. Besonders Moerner’) hat die Be- 
dingungen untersucht, unter denen aus Homogentisinsiure eine 
rote Farbe entsteht — er nennt sie Alkaptochrom —. Und 
Katsch*) gewann eine ganze Farbenskala aus Alkaptonharn oder 
reiner Homogentisinsiurelésung, indem er steigende Mengen von 
H,0, hinzusetzte und so eine abgestufte Oxydation bewirkte. 

Wir wollen dem eine Farbreaktion hinzufiigen, die zuerst unser 
Laborant, Herr Lindt, aufgefunden hat, und die sich uns als 
brauchbare Reaktion auf Homogentisinsaiure erwies: Nimmt man 
Homogentisinsiure in etwas Ather auf, z. B. indem man eine 
Alkaptonharnprobe mit wenigen Kubikzentimeter Ather im Re- 
agensglas ausschiittelt und gieBt man diesen Ather iiber ein Stiick 
ungebrannten Kalk, so entsteht eine mehr oder weniger fliichtige 
lebhafte Blaufarbung. Hinterher bleibt ein gelblicher oder hell- 
brauner Fleck zuriick. Man gewinnt den Eindruck, daB der ab- 
dunstende Ather den Oxydationsablauf so abandert, daB voriiber- 
gehend dieser blaue Farbton (Alkaptocyan) zum Vorschein 
kommt. Die Probe ist recht empfindlich; sie ist noch positiv bei 
einem Gehalt des Athers an Homogentisinsaure von 0,1 pro Mille*). 

1) Mérner, Zeitschr. physiol. Chemie 69, 329. 1911. 

2) Katsch, Miinch. med. Wochenschr. 1918, Nr. 44, 8. 1207. 

3) Diese Probe diirfte als eine praktische Abanderung der von H up pert 
angegebenen Reaktion (Dtsch. Arch. f. klin. Med. 64, 129. 1899), zit. nach 
Pincussohn, Ergebn. d. inn. Med. 8, 458. 1912) angesehen werden. 
Nach Huppert entsteht Blaufirbung an den mit Lauge benetzten Randern 


der krystallinischen Homogentisinsiure. Dieser Probe muB also die Rein- 
darstellung vorangehen, wahrend die Kalkprobe eine Urinreaktion ist. 
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Kann man von diesen verschiedenen Farbenténen als Alkap- 
tonfarbstoffen sprechen, so ergaben weitere Beobachtungen das 
Vorkommen von Substanzen, die zweckmaBig als Alkapton- 
chromogene benannt werden. Bei Studien iiber ,,relative Alkap- 
tonurie“ fand Katsch, daB manche Kranke (Leberleidende usw.) 
verfiitterte Homogentisinséure nicht restlos verbrennen wie der 
Gesunde, sondern gewisse Mengen davon im Harn ausscheiden. 
Ein Teil dieser Beobachtungen ist niedergelegt in der Dissertation 
von Arthur Wiltmann, Marburg 1920. In anderen Fallen 
kam es, auch bei Gesunden, zwar nicht zur Ausscheidung von 
Homogentisinsiure; wohl aber zeigte der Harn am Versuchstage 
entweder eine etwas dunklere Farbe, oder doch die Eigenschaft, 
daB er langsam nachdunkelte. Bei subcutaner Zufuhr von Homo- 
gentisinsiure zeigte der Harn diese Eigenschaften gewohnlich in 
der Portion, die 1—2 Stunden nach der Injektion von 1 g Homo- 
gentisinséure gelassen wurde. Da solche Harne auch nach Ein- 
engen keine der iibrigen Homogentisinsiure-Reaktionen gaben, 
so steht dahin, ob in ihnen minimalste Mengen von Homogentisin- 
sdure ihre chromogenen Eigenschaften bedingen, oder ob es sich 
um irgendwelche Abkémmlinge der Homogentisinsiure handelt. 
Letzteres scheint uns im Hinblick auf die obenerwihnte Oxy- 
dationsskala durchaus méglich. Wir méchten deshalb solche 
Stoffe als Alkaptonchromogene bezeichnen. Wir verstehen 
darunter chromogene Substanzen im Harn, die sich nicht als 
Homogentisinsiure identifizieren lassen, und deren Abkunft 
von dieser Substanz sich ergibt, weil sie nach Verfiitterung 
oder subcutaner Injektion von Homogentisinsiure auftreten. 
Da auch abseits von unseren Versuchen manche pathologi- 
schen Harne die Eigenschaft des Nachdunkelns ziemlich deut- 
lich aufweisen, so ware es interessant, zu ermitteln, ob in 
solchen Fallen die gleichen Abkémmlinge cyclischer Amino- 
siuren die Dunklung erzeugen. Eine Pforte zu_ klinischen 
Fragestellungen ware gedffnet. 


Von einer ganz anderen Seite kommt neuerdings M. Weiss') dazu, 
von ,,Alkaptonchromogenen“ zu sprechen. Er findet sie besonders in Harnen 
die eine positive Diazoreaktion geben. Waren diese Alkaptochromogene 
verwandt oder identisch mit unseren Alkaptochromogenen, so wiirde Wesent- 
liches daraus zu folgern sein. Auf die Herkunft des ritselhaften Diazo- 


1) Weiss, diese Zeitschr. 102, 222f. 1920. 
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kérpers wiirde Licht fallen u. a. m. — Diese Verwandtschaft oder Identitat 
besteht nicht, wie wir im folgenden zeigen. Sie war von vornherein nicht 
sehr wahrscheinlich, weil der Alkaptonharn keine positive Diazoprobe gibt. 
Die Anwendung, die Weiss dem Wort Alkaptonchromogene verleiht, 
erscheint uns deshalb unzweckmaBig. Wir méchten diesen Ausdruck 
vorbehalten fiir solche Chromogene, deren Verwandtschaft mit Alkapton- 
stoff, id est Homogentinsiure, erwiesen oder wahrscheinlich gemacht wird. 
Hierfiir geniigt nicht das bloBe Nachdunkeln bei alkalischer Reaktion 
und die Fahigkeit Silber in alkalischer Lésung zu reduzieren. Es wiirde 
zu weit fiihren, wollten wir hier ausfiihrlicher iiber die umfangreichen 
Studien tiber Harnfarbstoffe von M. Weiss referieren. Wir verweisen auf 
seine Originalarbeiten!). Weiss versucht, in das verwickelte und schwierige 
Kapitel der Harnfarbstoffe Licht hineinzutragen, indem er zu deren Analyse 
verschiedene Fraktionen herstellt. So wird durch Fallung mit neutralem 
Bleiacetat als Niederschlag eine ,,erste Fraktion“ erhalten, die vorwiegend 
die roten oder Urobilinfarbstoffe enthalt. Aus dem Filtrat wird die hier 
interessierende ,,Fraktion II“ oder Fraktion der gelben oder Urochrom- 
farbstoffe erhalten. Wird das Filtrat der Fraktion I tropfenweise mit 
10 proz. Lauge versetzt, so fallt ein Niederschlag von Bleihydroxyd aus, 
der die Gruppe der gelben Farbstoffe mitreiBen soll. Diese Fraktion zeigt 
ein langsames aber deutliches Nachdunkeln. Bei diazopositiven Harnen 
gibt sie folgende Reaktionen, die Weiss an Alkaptonfarbstoffe denken 
lassen: 1. Positive Ehrlichsche Diazoprobe; 2. positive Permanganatprobe 
nach Weiss?); 3. ammoniakalische Silberlésung wird innerhalb von 24 Stun- 
den reduziert; die Verzégerung der Reaktion wird als charakteristisch 
angegeben; 4. bei Zusatz von etwas Ammoniak tritt intensive Griinfarbung 
auf, nach 24 Stunden braune Farbung. 5. Bei Uberschichtung mit NH,OH 
tritt nach 24 Stunden ein brauner Ring auf. Weiss resiimiert: ,,Das mit der 
Ebrlichschen Diazoreaktion ursichlich in Beziehung stehende Urochromogen 
ist auch ein Alkaptonchromogen und enthilt eine sich bei langerem Stehen 
unter starkem Nachdunkeln abspaltende melaninartige Gruppe, die als 
Phenolderivat angesehen wird und die Permanganatprobe bewirkt. Die 
letztere ist eine Alkaptonreaktion.“‘ Weiss bezeichnet als Alkapton- 
chromogene Stoffe, die auf Alkalizusatz sich braun firben und langsam 
Silber reduzieren und betont dabei die Beziehung dieser Stoffe zur Diazo- 
reaktion und zur Permanganatprobe. 


Allein schon die zunehmende klinische Verwendung der 
Parmanganatprobe ist AnlaB genug, ihre Beziehungen zu siche- 
ren Alkaptonkérpern zu priifen. Es erscheint uns irrefiihrend, 
eine Reaktion als ,,Alkaptonreaktion“ zu bezeichnen, obwohl 
sichere Alkaptonsubstanzen sie nicht geben. Folgende Versuche 
zeigen dies: 


1) L. oc. und diese Zeitechr. 81, 341/42. 1917. 
*) Med. Klin. 42. 1910 und Miinch. med. Wochenschr. 25. 1911. 





Uber Alkaptonchromogene. 


I. Reine 1% ige Homogentisinsiure-Lésung'). 
Alkaptonreaktionen Urochromogenreaktionen 

Nachdunkeln auf Alkalizusatz + Diazoprobe , 
Sofortige Ag-Reduktion .. . + KMn0, Probe} aaa 
Millonsche Probe +  Griinfarbung nach NH,OH-Zusatz 
FcCl,-Probe 
Kalkprobe 

Reine Homogentisinsiéure verhalt sich also durchaus anders als das 
Urochromogen nach Weiss, bleiben zu priifen die im Alkaptonurin allen- 
falls vorhandenen chromogenen Abkiémmlinge. 


II. Alkaptonurin. 


Es mu8 von vornherein betont werden, da8 bei einer nicht geringen 
Konzentration (iiber 0,3%) an Homogentisinsiure die Herstellung der 
Fraktion II nach Weiss, wobei eine vorhergehende Pb-Fillung der iibrigen 
Farbstoffe verlangt wird, auf groBe Schwierigkeiten stéBt. Zwar ist die 
H.-S. durch Pb-Acetat fast quantitativ fallbar, doch geniigt die auch nach 
wiederholter Bleifaillung zuriickbleibende Menge, um jede weitere Ver- 
arbeitung illusorisch zu machen. Erst als die H.-S.-Ausscheidung unseres 
kindlichen Alkaptonurikers aus anderen Griinden auf ein niedrigeres 
Niveau gebracht wurde, lieB sich die Fraktionierung ohne Schwierigkeiten 
ausfiihren. 

Alkaptonurin: 
Menge 1140 com, Reaktion sauer, spez. Gewicht 1014, Farbe braun. 
Nativ: 
Alkaptonreaktionen Urochromogenreaktionen 
Alle H.-Reaktionen Diazo 
Gehalt an H: 0,25% KMn0, 
Griinfarbung auf Ammoniakzusatz 

Herstellung der Urochromogenfraktion (Fraktion IT). 

Fr. I (Pb-Acetatfaillung) + Fr. II (Herbeifiihrung eines Pb(OH),- 
Niederschlages durch tropfenweisen Zusatz von 10 proz. NaOH in derselben 
Urinportion. 

Filtrat: Farblos, wasserklar, nach 20 Minuten beginnende rétlich- 
braune Farbung von der Oberfliche ausgehend. 

Niederschlag (Fr. I + II): Gelblichbraun, wahrend der Entbleiung 
mit Na,PO, tritt allmahlich eine rotbraune bis dunkelrote Farbung auf. 
Die entbleite und filtrierte Fliissigkeit ist tiefrot. Durch Aussalzen mit 
Ammonsulfat wird die Fr. I entfernt. Schwachsaure Reaktion (5 proz. 
H,SO,) bleibt erhalten. Das Filtrat ist abgeblaBt, die dunkelrote Farbe 
kehrt aber bald zuriick. 

1) Die Homogentisinsiure stammt von dem in der Miinch. med. Wochen- 
schr. 1918, Nr. 48 beschriebenen Alkaptonuriker, der Katsch zu verschie- 
denen Stoffwechseluntersuchungen gedient hat (Dtsch. Arch. f. klin. Med. 
127 u. 134). 


} negativ 
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Diazo : 
KMn0, } _— 

Ag-Reduktion erst nach langerer Zeit (ca. 1/, Stunde) gering.  °~ 

NaOH-Zusatz allmahlich einsetzende schwache Nachdunklung an 
der Oberfliche beginnend, die Nachdunklung erreicht nicht einmal nach 
2mal 24 Stunden den Boden des Reagensglases. 

NH,OH-Zusatz Andeutung einer Griinfarbung. 

Spontan kein Nachdunkeln. 

FeCl, negativ. 

Somit gehen die nach Ausfall der H. vorhandenen Chromogene nur in 
ganz geringen Mengen in die Fr. II tiber. Vorhandensein von unveranderter 
H. ist nach den stattgehabten Operationen nicht mehr anzunehmen. Die vor- 
handenen Chromogene geben keine Diazo- bzw. keine KMnO,-Reaktion. 


Ii. Urine mit Homogentisinsiure-Abkémmlingen. 
(Alkaptonchromogene. ) 


Die unter dieser Rubrik gefiihrten Urine stammen von Nichtalkap- 
tonurikern, denen H. in Mengen von 1,0—4,0 g teilweise per os, teilweise 
parenteral zugefiihrt wurde. 

Fall 1: G., rachitische Kyphoskoliose. 

1,0g H. in 50 com Ag. dest. intramuskular. 

Urin nativ, Farbe braun, Reaktion sauer, schwach nachgedunkelt. 

Ag-Reduktion 
Diazo negativ. 
KMn0, 
Fr. II in der vorher beschriebenen Weise hergestellt. 
Farbe: Gelblichbraun 
Diazoprobe 
Permanganatprobe negativ. 
Ag-Reduktion (auch nach 24 Stunden) 
NH,OH: Keine Griinfarbung. 

Die geringen Mengen von Chromogenen — ohne Spuren von H. — zeigen 
im nativen Urin geringe Nachdunklung, die sich in der Fraktionierung verliert. 

Fall 2: Derselbe Pat. 

4,0 g H. per os. 

Urin: Nativ. 

Farbe: Braun. Reaktion sauer, kaum nachgedunkelt. 
Ag-Reduktion: Nach einigen Minuten deutlich. 

FeCl, 0 

Diazo 6. 

KMn0, 8 

Fr. I. 
Farbe: Braun. 


KMn0, 

Diazo ho. 

Ag-Redukt. erst nach 4/, Stunde kaum merklich. 
Nachdunkeln (Alkali) kaum merklich. 





Uber Alkaptonchromogene. 


Fall 3. Pat. N. Sklerodermie. 
4,0 g H per os. 
Urin: Menge 940 ccm, Reaktion sauer. Nativ. 
Farbe: Gelbbraun, nachgedunkelt. 
Ag-Reduktion nach einigen Minuten, schwach. 
FeCl, 
Diazo jo 
KMn0O, 

Ammoniakzusatz: Deutliche Griinfirbung. 

Alkalizusatz: Leichte Braunfairbung (v. d. Oberfliche ausgehend). 

Fr. IL. 

Farbe: Braun. 

Ag-Redukt. nach 3 Stunden geringfiigig. 

KMnO, 

Diazo 6 

FeCl, 
Ammoniakzusatz: Ganz schwache Griinfarbung. 
Alkalizusatz: Schwache Braunfirbung. 

Auch bei gréBeren Mengen _,,alkaptonchromogener“’ Substanzen 
nimmt deren Menge, gemessen an der Intensitat der in Betracht kommenden 
Reaktionen in der Fr. II erheblich ab. 

Eine fiir das Urochromogen charakteristische Reaktion — auBer 
der Griinfarbung auf Ammoniak — konnte nicht gefunden werden. Auch 
das relativ friihzeitige Auftreten der Ag-Reduktion (auch bei dem geringsten 
Grade) zeigt nicht den Urochromogen- wohl aber mehr Alkaptonchromogen- 
charakter der betreffenden Substanz. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird eine neue Homogentisinsiurereaktion beschrieben : 
Abdunstender Ather beeinflu8t den Oxydationsablauf, so da8 eine 
fliichtige Blaufairbung entsteht: Alkaptocyanreaktion. 

2. Nach Fiitterung oder parenteraler Zufuhr von Homogen- 
tisinsiure enthalt bei manchen Individuen der Harn Substanzen, 
die ein Nachdunkeln bewirken, ohne daB Homogentisinsaure nach- 
weisbar ist. Wir nennen sie Alkaptonchromogene und be- 
schranken diese Bezeichnung auf Stoffe, die Abkémmlinge der 
Homogentisinsaure sind. 

3. Weder Harn, der solche Alkaptonchromogene enthilt, 
noch Alkaptonharn, noch die aus beiden nach Weiss herge- 
stellten zweiten Farbstoffraktionen geben die Diazoprobe oder 
die Permanganatprobe (ebenso verhilt sich reine Homogentisin- 
siurelésung). Demnach kénnen die Alkaptonchromogene zu dem 
Weissschen Urochromogen nicht in Beziehung gebracht 
werden. Die Permanganatprobe ist keine Alkaptonreaktion. 








Uber eine neue Funktion des tryptischen Fermentes 

(Anhydrase) und iiber die Darstellung von d-Tyrosinan- 

hydrid und d-Tryptophananhydrid aus den tryptischen 
Verdauungsprodukten. 


Von 
Sigmund Frinkel und Emil Feldsberg. 


(Aus dem Laboratorium der Ludwig Spiegler-Stiftung in Wien.) 
(Eingegangen am 11. Mai 1921.) 


Wenn man EiweiSkérper mit Pankreatin, bezw. mit még- 
lichst rein dargestelltem Trypsin, verdaut, bemerkt man nach 
einigen Tagen auf Zusatz von Bromwasser, wie zuerst Nencki') 
beobachtet hat, das Auftreten einer Violettfarbung. Diese Reak- 
tion ist charakteristisch fiir das Vorhandensein von freiem Tryp- 
tophan. Die Farbenintensitat nimmt im Verlauf der Verdauung 
in der nichsten Zeit zu, bis nach einigen Tagen ein Maximum 
erreicht ist. 

Aus dieser Lésung kann man nach der iiblichen Methode von 
Hopkins und Cole?) und ihren verbesserten Modifikationen von 
C. Neuberg’), Allers*) und E. Abderhalden und Kempe‘) 
fast quarrtitativ reines Tryptophan erhalten. In allen Vorschriften 
der Darstellung von Tryptophan ist aus der Erfahrung angegeben, 
man mége die Verdauung auf der Héhe der Bromreaktion unter- 
brechen und das abgespaltene Tryptophan aus schwefelsaurer 
Lésung mit Quecksilberoxydsulfat herausfillen. 

Lassen wir nun die Verdauung weitergehen, so bemerken wir 
ein von Tag zu Tag fortschreitendes Abklingen der Reaktion mit 
Bromwasser bis schlieBlich das Auftreten der Violettfirbung véllig 


1) M. Nencki, Ber. 28, 560—567. 1895. 

?) Hopkins und Cole, Journ. of physiol. 27, 418—428. 

3) C. Neuberg, Charité-Annalen 30, 424—426. 

4) Rud. Allers, diese Zeitschr. 6, 273. 1907. 

5) E. Abderhalden und Kempe, Zeitschr. f. physiol. Chem. 52, 


207. 1907. 
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verschwunden ist. Dieses auffaillige Verhalten, das Verschwinden 
einer Aminosiure im Verlaufe der Verdauung, einer Aminosiure, die 
ja durch die Verdauung aus dem Eiwei8 herausgespalten wurde, lieBe 
sich theoretisch dadurch erklaren, da entweder das spaltende Fer- 
ment spaterhin eine aufbauende Reaktion durchfihrt, eine Reak- 
tion, in der Aminosiuren unter Wasserabspaltung siureamidartig 
gekuppelt werde (Riicksynthese) oder daB ein weiterer Abbau der 
Aminosaure stattfindet unter Abspaltung einer Karboxylgruppe 
unter Bildung eines proteinogenen Amins oder schlieBlich durch 
Bildung von Anhydriden der Aminosaure, die wieder in verschie- 
denen Formen auftreten kénnen. Es kénnen sich 2 Aminosauren zu 
einem Dipeptid unter Austritt von einem Mol. Wasser vereinigen, 
beispielsweise zum Tryptophyltryptophan-R-CH- (NH,) CO- NH 
RCH-COOH, was Fall 1 entspricht oder 2 Aminoséuren unter 
Austritt von einem Mol. Wasser zu Anhydrid von der Form 


RCH - CO 
NH, »>o oder daB sich wieder 2 Aminosaiuren unter 


RCH: CO NH 
NH, : = : OC/\CHR 
Austritt von 2 Mol. Wasser zu einem Diketopiperazin RHC\_ CO 
NH 


verbinden. Es kénnte also entweder Tryptophan mit Tryptophan 
selbst oder mit einer anderen Aminosiure reagieren. Diese Uber- 
legungen leiteten uns bei der Lésung dieser Frage. Es war also von 
vornherein wahrscheinlich, da8 das Pankreatin oder ein dieses be- 
gleitendes Ferment eine neve Funktion entwickelte, eine Funktion, 
die nach der Richtung hin lauft, daB aus den gebildeten Amino- 
siuren Kondensationsprodukte unter Wasserabspaltung oder Basen 
unter Kohlensiureabspaltung entstehen. 

Wir sind nun in der Weise vorgegangen, daB wir das trypto- 
phanreiche Casein in Gegenwart von Soda mit Toluol und Chloro- 
form als Konservierungsmittel mit Trypsin verdauten und solange 
im Thermostaten stehen lieBen, bis die Bromwasserreaktion ver- 
schwunden war; sicherheitshalber lieBen wir noch einige Tage 
stehen und arbeiteten die Lésung in gleicher Weise auf, wie es 
sonst bei der Darstellung von Tryptophan geschieht. Es zeigte 
sich nimlich beim Vorversuch, daS das Hopkinssche Reagens 
ebenso wie Tryptophan selbst den neugebildeten Koérper aus der 
Verdauungslésung ausfallt, da die Quecksilberfallung, nicht aber 
die Lésung die Tryptophanreaktion mit Glyoxylsiure, nicht aber 
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mit Bromwasser gab. Wir erhielten die im experimentellen Teil 
beschriebene Verbindung C,, H,. N, O, + 2%/, H,O, die die Reak- 
tion auf Tryptophan von Adamkiewicz und Hopkins?) zeigte. 
Man fiigt zu der zu untersuchenden Lésung 2 Tropfen Glyoxylsaure 
und unterschichtet mit konzentrierter Schwefelsiure und kann an 
der Schichtungszone eine rotviolette Farbenreaktion wahrnehmen. 
Da der Kérper die Bromwasserreaktion nicht gab, war er 
also kein Tryptophan mehr. Unsere Uberlegung muBte nunmehr 
in der Richtung hin gehen, daB, wenn das Trypsin selbst oder ein 
etwa es begleitendes Ferment eine zweite bis jetzt noch unbe- 
kannte Funktion besitzt, sich diese Funktion nicht nur auf die 
eine Aminosaure, das Tryptophan, beschranken diirfte, sondern viel- 
mehr auch die anderen bei der tryptischen Verdauung auftretenden 
Aminosauren gleichsinnigen Verainderungen unterliegen miissen. 
Daher war es wahrscheinlich, da8 wir in den Mutterlaugen 
von der Fallung des Tryptophan nach Entfernung des iiberschiissi- 
gen Quecksilbers und der iiberschiissigen Schwefelsiure auch die 
Produkte der Umwandlung anderer Aminosiuren finden muBten, 
deren Bau vielleicht durchsichtiger sein kénnte, als der der Ver- 
bindung, welche vom Tryptophan sich ableitet. Dies muBte be- 
sonders von dem so leicht darstellbaren Tyrosin gelten und wir 
haben auch tatsichlich nach Entfernung des Uberschusses an 
Quecksilber und Schwefelsiure eine Verbindung, ahnlich dem 
Tyrosin gefunden, die zwar die Millonsche und Mérnersche Reak- 
tion zeigte, aber mit Tyrosin nicht identisch war und deren Analyse 
fiir ein Tyrosinanhydrid stimmte. Tyrosinanhydride sind in der 
Literatur beschrieben von Graziani*) und E. Fischer und W. 
Schrauth®), jedoch zeigt das von uns gefundene Tyrosinanhydrid 
andere Eigenschaften. Graziani beschreibt nimlich 2 Tyrosin- 
anhydride, erstens ein krystallisiertes, das sich bei 260° braunte und 
bei 278—279° schmilzt und aus heiBem abs. Alkohol umkrystal- 
lisiert wurde, zweitens ein amorphes, das sich bei 270° zu braunen 
beginnt und bei 279° schmilzt. Er erhielt die Anhydride, indem 
er Tyrosin mit Glycerin auf 180—190° erhitzte und das Produkt 
mit absolutem Alkchol auszog. E. Fischer schildert 3 verschiedene 
Tyrosinanhydride; das eine 1-Tyrosinanhydrid, F = 277—280°, 
1) Hopkins, Proc. of the roy. sov. 68, 21—23. 
2) Graziani, Atti. d. R. Accad. dei lincei Roma 5. 24. 1, 936. 
3) E. Fischer und W. Schrauth, Liebigs Ann. d. Chem. 354, 21 —38. 
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drehte in "/,-Natronlauge gelést —223,8°, das zweite inaktive hatte 
F = 300°, das dritte Tyrosyltyrosin war in Wasser sehr leicht 
léslich. Die Anhydride hat E. Fischer aus dem 1-Tyrosinmethy]- 
ester beim Erhitzen der methylalkoholischen Lésung auf 100°, er- 
giebiger jedoch auf 110—120° erhalten. Unser Tyrosinanhydrid 
F = 273° dreht rechts, ist amorph, jedoch weder in Alkohol noch 
in Wasser leicht léslich, so daB es sich durch die markantesten 
Eigenschaften, Schmelzpunkt, Krystallisation und optische Akti- 
vitét von den bereits bekannten Anhydriden unterscheidet. 

Da wir nun ein Tyrosinanhydrid vor uns hatten, waren wieder 
drei Méglichkeiten gegeben, entweder war es ein Tyrosyltyrosin 
oder ein Tyrosindiketopiperazin oder gar ein Anhydrid, in welchem 
die zwei Karboxylgruppen zweier Tyrosinmolekule unter Ab- 
spaltung von einem Mol. Wasser reagiert hatten. Im ersten und 
dritten Fall tritt ein Mol. Wasser aus, beim Diketopiperazin jedoch 
zwei Mol. Wasser, was sich bei der Analyse bemerkbar machen 
mute. Ferner muBten im ersten Fall eine freie Aminogruppe, 
im zweiten keine freie, im dritten zwei freie Aminogruppen 
vorhanden sein. Die Auswertung der Aminogruppen nach 
van Slyke’) muBte nun Gewibheit geben, ob die gefundene neue 
Verbindung dem Fall I, II oder III entspricht. Wir machten also 
die Aminogruppenbestimmung nach van Slyke und diese ergab 
die Gegenwart von zwei freien Aminogruppen, so da8 zwei Amino- 
siuren unter Austritt eines Mol. Wasser zu einem Anhydrid von 


der Form ae sich vereinigt hatten. Es war nun die groBe 


Wabhrscheinlichkeit, daB ebenso wie beim Tyrosin, so auch beim 
Tryptophan zwei Molekiile zusammengetreten waren unter Austritt 
von einem Molekiil Wasser. Wir haben auch in der Tat gefunden, 
daB ebenso wie das Tyrosinanhydrid auch das Tryptophananhy- 
drid entsteht (Form III), wenn man die Verdauung bis zum Ver- 
schwinden der Bromreaktion fiihrt. Zur Verstérkung der Beweis- 
fiihrung haben wir durch die Sérensensche Formoltitration be- 
wiesen, daB in beiden K6érpern keine freien Karboxylgruppen vor- 
handen sind. 

Wir haben also an zwei Aminosiuren gezeigt, daB bei der 
prolongierten tryptischen Verdauung Anhydridbildung vor sich 
geht und dadurch eine neue Funktion des tryptischen Fermentes 


1) Van Slyke, Journ. of biol. chem. 9, 185. 1911. 
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gefunden, die dahin geht zu anhydridisieren, wahrend die bekannte 
Funktion des Trypsins darin besteht, siureamidartige Bindungen 
zu spalten. Es ist auch auffallend und interessant, daB wir bis 
jetzt die Bildung von gemischten Anhydriden nicht nachweisen 
konnten und es ist also eine spezifische Einstellung des Fermentes 
auf zwei gleiche Aminosiuren zu sehen, wobei unter Austritt von 


einem Mol. Wasser ein Anhydrid COO gebildet wird. 


Wir haben auch rein dargestelltes Tryptophan mit demselben 
Pankreatin in 0,8 proz. Sodalésung in Thermostaten verdaut, um 
zu sehen, ob auch jetzt die Funktion der Fermentes die gleiche 
ist, wie wir sie bei der Verdauung von Casein gesehen haben. Da 
wir unter den gleichen Bedingungen wie Casein auch das reine 
Tryptophan behandelten, so erwarteten wir gleichfalls eine Ab- 
nahme der Farbenintensitat bei der Bromwasserreaktion. Der 
Versuch blieb 50 Tage im Thermostaten stehen, doch konnten wir 
auch nach dieser so langen Zeit keine Verinderung bei Uber- 
priifung mit Bromwasser wahrnehmen. Da also keine Verinderung 
aufgetreten war, so war es klar, da8 Trypsin unter diesen Ver- 
suchsbedingungen keine anhydridisierende Wirkung zeigt, was 
vielleicht von dem Milieu abhangig sein dirfte. Es werden nun 
in unserem Laboratorium Versuche gemacht in der Verdauungs- 
lésung des Caseins die noch unbekannten Anhydride anderer 
Aminosaéuren zu finden. 

Auffallig bei der Bildung der Anhydride ist, daB wir in beiden 
Fallen (Tyrosin und Tryptophan) rechtsdrehende Produkte er- 
halten haben. Eine Erklarung hierfiir hoffen wir bei weiterem 
Studium zu finden. 

Bei Betrachtung der Fermentspaltung von Glykosiden wurde 
die Erfahrung gemacht, daB die Fermente, welche die «-Reihe 
der Glykoside aufspalten, nicht diese aber die $-Reihe aufbauen 
kénnen und umgekehrt die die £-Reihe der Glykoside spaltenden 
Fermente die «-Reihe aufbauen. Hier sehen wir ein, da8 ein 
Ferment, welches die Siureamidbindung hydrolysiert, die An- 
hydridbildung an den Carboxylgruppen durchfiihrt, nicht aber 
die Kuppelung von Carboxyl- und Aminogruppen. 


Experimenteller Teil. 
500 g reines dainisches Caseinnatrium wurden mit 5 | 0,8 proz. 
Sodalésung aufgeschwemmt und mit 2 g Pankreatin gut durch- 
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geriihrt und bei 37° im Thermostaten stehen gelassen, nachdem 
vorher, um Faulnis zu vermeiden, mit Toluol itiberschichtet wurde. 
Nach 5 Tagen wurden einige Tropfen der Verdauungslésung mit 
Essigsiure angesiuert und mit Bromwasser versetzt, um durch 
die auftretende Violettfarbung den Verlauf der Verdauung zu 
prifen. Diese Reaktion wurde jeden zweiten Tag angestellt, 
wobei sich eine stetige Zunahme in der Farbenintensitat zeigte. Das 
Maximum derselben war am elften Tage erreicht. Nun wurde nicht 
wie bisher die Verdauung unterbrochen, sondern weitergefiihrt und 
nach wenigen Tagen beobachteten wir schon, daB die Reaktion 
mit Bromwasser an Farbenintensitat abnahm. Die Farbe wurde 
immer blasser und nach 45 Tagen war die Reaktion vollstandig 
verschwunden. Nun erst wurde die Verdauung unterbrochen und 
diese weiter verarbeitet. 

Das Alkali der Lésung wurde mit konzentrierter Schwefel- 
saure neutralisiert, dann noch 5 Volumprozent Schwefelsdure unter 
Kihlung hinzugefiigt. Es schied sich ein grober, flockiger Nieder- 
schlag ab, der filtriert und mehrere Male mit verdiinnter Schwefel- 
siure nachgewaschen wurde. Diese Fallung gab keine Tryptophan- 
reaktion. Das Filtrat wurde mit 10 proz. Quecksilbersulfatlésung in 
5 volumprozentiger Schwefelsiure versetzt und stehen gelassen. 


Bald triibte sich die Lésung und nach 24 Stunden hatte sich ein 
gelber, voluminéser Niederschlag auf dem Boden des Glases ab- 
gesetzt. Es wurde mehrmals das obenerwaihnte Quecksilber- 
reagens hinzugefiigt, bis die dariiber stehende Fliissigkeit sich mit 
dem Reagens neuerlich versetzt, nicht mehr triibte und tiberdies 
nicht mehr die Adamkiewicz-Reaktion zeigte. Jetzt wurde blank 
filtriert und gut nachgewaschen. 


d-Tyrosinanhydrid. 

Das Filtrat wurde nun durch Schwefelwasserstoff vom Queck- 
silber befreit und von dem ausgeschiedenen Sulfid filtriert. Her- 
nach wurde mit Calciumkarbonat neutralisiert und das aus- 
fallende Calciumsulfat durch Filtrieren entfernt. Jetzt wurde die 
klare Lésung im Vacuum eingeengt und von dem sich immer wieder 
ausscheidenden Calciumsulfat filtriert. Als die Lésung bis auf 
300 ccm abdestilliert war, schied sich ein weiBer KG6rper aus, der 
sich zum Teil als organisch erwies. Er wurde mit wenig siedendem 
Wasser ausgeholt und aus diesem schied sich ein rein organischer 
und stickstoffhaltiger Kérper ab. Dieser wurde mehrere Male aus 
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heiBem Wasser umkrystallisiert, bis sein Schmelzpunkt konstant 

bei 273° blieb (Block Maquenne). Dieser Kérper farbte sich beim 

Kochen mit Millonschem Reagens rot, was auf ein monohydroxy- 

liertes Benzolderivat hinweist. Die Analysen dieses Kérpers gaben 

uns bald Aufklarung iiber dessen Konstitution. Die Substanz 

wurde im Vakuum iiber Schwefelsiure zur Konstanz getrocknet. 
2,406 mg Substanz: 0,171 com N (17°, 756 mm) 


4,051 ,, mn 0,290 ,, N (16°, 765 mm) 

3,482 ,, er 7,987 mg CO,, 1,874 mg H,O 
5,123 ,, ins 11,76 , CO,, 2,811 , HO 
Ber.: Fiir C,,H,)N,0; 

C: 62,95%, H: 5,81%, N: 8,14%, 


Gef.: C: 62,57%, 62,62%, H: 6,12%, 609%, N: 8,32%, 8,40% 
Es war nun die Méglichkeit gegeben, daB 2 Tyrosinmolekiile 
unter Austritt von Wasser sich vereinigt hatten. Dies konnte auf 
zwei Arten geschehen. Entweder unter imidartiger Bindung als ein 


Tyrosyltyrosin oder als Anhydrid RCO. O ebenfalls unter Austritt 


eines Mol. Wasser. Um nun dies feststellen zu kénnen, wurden nach 
van Slyke die freien Aminogruppen bestimmt, um zu erfahren, 
ob es ein Dipeptid oder ein Anhydrid des Tyrosin war, das wir vor 
uns hatten. 

Bestimmung der Aminogruppen. 

0,0975 g wurden in 30ccm 10proz. Salzsiure gelést und hiervon 
10 ccm zur Bestimmung verwendet, was also dem dritten Teil der gelésten 
Substanz, d.i. 0,0325 g entspricht. Diese ergaben 4,6 ccm Stickstoff (17°, 
753 mm). Da jedoch nur die Halfte des Volumens an Stickstoff von den 
Aminogruppen des Tyrosins stammt, die andere vom Nitritstickstoff, so 
zeigt die Bestimmung: 

Ber.: Fiir 2 NH,-Gruppen 8,14% N, 
Gef.: ,, 2NH,-Gruppen 8,25% N. 

Daraus war es nun klar, da8 bei unserer Substanz der ganze 
Stickstoff in Form freier Aminogruppen vorhanden war, wir also 
kein séiureamidartig gebundenes Dipeptid, sondern ein Tyrosin- 
anhydrid vor uns hatten. Zur Bestitigung wurde noch die Sér- 
rensensche Formoltitration vorgenommen, da man genau s0 
wie nach van Slyke, nach Sérrensen die Aminogruppen be- 
stimmen kann. 


Formoltitration. 
Als Vergleichslisung wurde 0,0211 g.reines Tyrosin eingewogen und 
dieses in 5,8 ccm ®/,)-Salzsiure gelést und mit 10 com der vorher bereiteten 
Formaldehydlésung versetzt. Es wurden zum Zuriicktitrieren 8 com 
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0/,o-Natronlauge verwendet, mebr also, als der zum Lésen bestimmten 
Salzsiure entspricht, da ja das Tyrosin als Saéure selbst Natronlauge ver- 
brauchte. 0,0211 g Tyrosin entsprechen 1,15 com ®/,)-Natronlauge und wir 
hatten 1,2 ccm ®/,,-Lauge benétigt, um diese Menge Tyrosin zu neutralisieren. 
Ber.: Fiir 0,0211 g Tyrosin 1,15 ccm %/,,-Lauge, 
Gef.: , O0211,, 5 1,2 4 /;9-Lauge. 

Von unserem Tyrosinanhydrid wurden 0,0212 g eingewogen und diese 
in 34,99 ccm "/, -Salzsiure gelést und wieder mit 10ccem der gleichen 
Formaldehydlésung versetzt und nun mit ®/,,-Natronlauge titriert. Es 
wurden 35 ccm "/,,-Natronlauge verbraucht, was genau der verwendeten 
Menge Salzsaiure entspricht. Es war also hiermit ein weiterer Beweis 
erbracht worden, daB die Substanz im Gegensatz zu Tyrosin keine freien 
Carboxylgruppen enthilt. 

Unser Tyrosinanhydrid erwies sich ferner als optisch aktiv 
und wurden einmal die Bestimmungen in Lauge, einmal in Salz- 
siure gemacht. Es erwies sich auffallig, daB wir ein rechtsdrehen- 
des Tyrosinanhydrid haben, wahrend sonst gewoéhnlich 1-Tyrosin 
erhalten wird. 


Optische Aktivitét in alkalischer Lisung. (Mikropolarisation nach 
E. Fischer.) 
5,430 mg Substanz in 2619,58 mg KOH (d = 1,54) drehten 
0,12° rechts bei 13° C. (a) 3 = + 37,59°. 


Optische Aktivitit in saurer Lisung. 


5,455 mg Substanz in 1792,96 mg Salzsiure (d = 1,05) drehten 
0,03° rechts bei 14° C. (a) § = + 93,87°. 


d-Tryptophananhydrid. 


Gleichzeitig wurde der durch das Quecksilberreagens er- 
haltene Niederschlag weiterverarbeitet. Dieser zeigte in auBerst 
starkem MafBe die Adamkiewicz-Reaktion. Die Fallung wurde in 
ein dickwandiges Becherglas gespiilt und daselbst mit ausgekoch- 


tem, gut gewaschenem Bariumkarbonatschlamm neutralisiert und 
nachher im Schwefelwasserstoffstrom zersetzt; vom Quecksilber- 
sulfid und Bariumsulfat wurde abfiltriert und 6fters nachgewaschen, 
bis das Waschwasser keine Adamkiewicz-Reaktion zeigte. Nun 
wurde das Sulfid abermals mit Wasser angerieben und nochmals 
24 Stunden mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vereinigten Fil- 
trate von den Sulfiden wurden nun mittels Durchleiten von Kohlen- 
siure vom Schwefelwasserstoff befreit. Die klare Lésung wurde 
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im Vakuum im Wasserstoffstrom bis auf die Halfte eingeengt. 
Die Lésung triibte sich und beim Erkalten schied sich ein volumi- 
néser Niederschlag ab, der sich aber nach vielem Auswaschen als 
rein anorganisch erwies. Das Filtrat von diesem K6rper wurde in 
gleicher Weise, wie oben beschrieben, weiter destilliert und schied 
noch mehrere Male Bariumkarbonat ab. 

Nachdem die Lésung bis auf 100 com eingeengt war, versetzten 
wir sie mit Alkohol; sofort schied sich ein K6rper aus, der trotz 
éfterem Nachwaschen die Adamkiewicz-Reaktion zeigte. Da jedoch 
dieser Kérper schon beim Filtrieren verharzte, wurde er mit Methy]l- 
alkohol angerieben, mit diesem iiberschichtet und ins Vacuum ge- 
bracht, wo er allmahlich fest wurde. Das Filtrat von diesem Kor- 
per wurde immer wieder unter erneutem Zusatz von Athylalkohol 
eingeengt und als die Lésung hochprozentig alkoholisch war, mit 
Ather versetzt. Wir erhielten wieder einen schmierigen, verharzen- 
den K6rper, der gleichfalls die Adamkiewicz-Reaktion gab. Das 
Filtrat von diesem K6rper wurde bis zur sirupésen Konsistenz 
eingeengt und im absolutenVakuum getrocknet. Alle 3 Kérper zeig- 
ten gleiche Eigenschaften und wurden auch als gleich erkannt. Wir 
versuchten nun den Kérper umzukrystallisieren, was jedoch ganz 
ohne Erfolg war, da er sich bloB in verdiinntem Alkohol léste, doch 
aus diesem nicht krystallisierte. Er war bariumhaltig und wasser- 
léslich. Da wir keine iibereinstimmenden Analysenresultate er- 
hielten, versuchten wir den Kérper auf folgende Art zu reinigen. 

Wir lésten ihn in Wasser und fallten das Barium mit Schwefel- 
siure als Bariumsulfat und machten auferdem die Lésung mit 
Schwefelsdure sauer, und fallten wieder mit dem bekannten 
Quecksilberreagens. Zuerst wurden einige Tropfen hinzugefiigt, 
bis eine schwache Triibung entstand und rasch filtriert und dann 
fraktioniert gefiallt, ein Vorgang, der auch bei der Reinigung des 
Tryptophans praktisch beniitzt wird. Jetzt erst wurde mit dem 
Quecksilbersulfat solange versetzt bis die klare iiberstehende 
Flissigkeit nicht mehr die Adamkiewicz-Reaktion zeigte. Der 
Niederschlag wurde abfiltriert und so wie friiher, aber diesmal 
ohne Zusatz von Bariumkarbonat, mit Schwefelwasserstoff zer- 
legt und von dem ausgeschiedenen Sulfid durch Filtration be- 
freit. Bevor wir nun einengten, vertrieben wir durch Kohlen- 
siure den Schwefelwasserstoff, stumpften die Schwefelséure mit 
Bleikarbonat ab und filtrierten vom ausgefallenen Bleisulfat. 
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Die Lésung wurde im Wasserstoffstrom im Vacuum destilliert 
und bei 300 ccm mit Alkohol versetzt, um die letzten Spuren von 
Bleisulfat zu entfernen. Nachdem dies geschehen war, wurde 
immer wieder mit Alkohol versetzt und abdestilliert und dies so 
oft, bis die Lésung hochprozentig alkoholisch war. Es wurde nun 
unter starker Kiihlung die Lésung stehen gelassen, doch krystal- 
lisierte nichts aus. Erst auf Zusatz von Aceton bildete sich ein 
Niederschlag, der wie die friiheren verharzte, doch neuerlich mit 
Aceton iiberschichtet, fest wurde. Dieser Kérper wurde mehrere- 
mals in verdiinntem Alkohol gelést und mit Aceton gefallt, bis der 
Zersetzungspunkt 230—245° konstant blieb und die bisher an- 
haftende anorganische Verunreinigung verschwunden war. Nach 
langerem Trocknen im Vakuum iiber Schwefelsiure ergab die Ver- 
bindung folgende Analysenresultate : 


3,145 mg Substanz 0,339 com N (16°, 755 mm) 
5,106 ,, ‘ Ge. NAT 3) 
4,987 ,, »  11,06mg CO,, 2,631 mg H,O 
6,116 ,, ‘s 13,54 m CO,, 3,487 ,, H,O 
Ber.: Fiir C.,H,.N,O, + 21/, H,O 
. C: 60,69%, H: 6,20%, N: 12,87%; 
Gef.: C: 60,50%, H: 590%, N: 12,65%, 


60,43%, 6,38%, 12,63%. 

Die Substanz wurde bei 110° im Vakuum im Hans Mayerschen Apparat 
getrocknet und nahmen 5,145 mg Substanz um 0,504 mg, 3,567 mg Substanz 
um 0,359 mg an Gewicht ab. 

Ber.: Fiir 21/, Mol Wasser 10,34%, 
Gef.: 1 2%/e »  » 981%, 10,07%. 

Da der Koérper die Adamkiewicz-Reaktion zeigte, versuchten 
wir kolorimetrisch, den Gehalt an Tryptophan nach der Methode 
von Fasal'), die in unserem Institute ausgearbeitet wurde, zu 
bestimmen. 

Colorimetrische Bestimmung. 

Die Bestimmung beruht auf dem Farbenunterschied, der sich 
bei der Adamkiewicz-Reaktion ergibt und wurde folgendermaBen 
ausgefiihrt: Eingewogen wurden 0,0040 mg Substanz, 2 ccm Glyo- 
xylsiurelésung hinzugefiigt und mit 6 ccm konzentrierter Schwefel- 
siure gemischt. Die Reaktion wurde verglichen mit der Standard- 
lésung 1GW Tryptophan in 1000 GW Wasser. 

Am Colorimeter (Duboscqu) Standardlésung: 15 _Teilstriche, 

Substanzlésung: 55,35 - 

1) Fasal, diese Zeitschr. 44, 394. 1912. 


15* 
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folglich enthalt die Substanzlésung um 3,69 mal mehr Tryptophan als die 
Standardlésung 
0,004: 0,001 = 100 : x 
x = 26 
25 - 3,69 = 92,25%, 
Ber.: Fiir 2 Mol Tryptophan 92,37%, 
Gef.: 4 2 » i, 92,25% . 
Aus den Analysen war es bis nun ersichtlich, daB unsere Ver- 
bindung aus 2 Mol Tryptophan besteht unter Austritt eines 
Mel. Wasser. Die bereits besprochenen Méglichkeiten suchten 
wir nun experimentell durch die Bestimmung nach van Slyke 
und Sérrensen zu bestimmen. 


Aminogruppen-Bestimmung. 

0,229 g in 100 com Wasser gelést. Hiervon wurden 20 ccm entsprechend 
einem Fiinftel der Einwage, d. i. 0,0458 g genommen und ergaben 5,08 com 
Stickstoff, jedoch kam nur die Hialfte in Rechnung aus bereits genannten 
Griinden, was also 2,54ccom N (17°, 755 mm) ist. 

Ber.: Fiir 2 Aminogruppen 6,43%, 
Gh 9 Ps 6,48% . 

Daraus ist es also ersichtlich, daB wir 2 freie Aminogruppen 
haben und also eine siureamidartige Bindung nicht mdglich ist, 
was noch durch die Formoltitration einwandfrei bewiesen wurde. 


Formoltitration. 

Zur Kontrolle wurden vorerst 0,0213 g Tryptophan in wenig Wasser 
gelést und mit 10ccm Formaldehydlisung versetzt und verbrauchten 
1,2 ccm "/,)-Natronlauge, was fiir die freie Aminosiure spricht. Es ent- 
sprechen nimlich der eingewogenen Menge Tryptophan 1,4 ccm ®/,,-Natron- 
lauge und wir verbrauchten 1,2 com dieser Natronlauge. 

Ber.: Fiir 0,0213 g Tryptophan 1,4 ccm ®/,.-Natronlauge, 
Gef.: ,, 0,0213,, = 1,2 ,, ®/,9-Natronlauge. 

Mit dieser Vergleichslésung wurde in Einklang gebracht. Nun wurden 
0,0223 g unserer Substanz, des Tryptophananhydrids, mit 10 ccm Formalde- 
hyd versetzt, sie verbrauchten beim Titrieren nichts an ®/,)-Natronlauge, 
woraus es klar ist, daB die Substanz keine freie Carboxylgruppe enthalt. 

Durch all diese Bestimmungen ist nun einwandfrei bewiesen, 
daB wir es mit einem Tryptophananhydrid zu tun haben, da8 nach 
der kolorimetrischen Bestimmung aus zwei Mol. Tryptophan be- 
steht ; ferner daB diese nicht siureamidartig miteinander verbunden 
sind und das keine freie Siure vorliegt. Wir haben also ein An- 
hydrid gefunden, da8 aus 2 Mol. Aminosiure unter Austritt eines 


Mol. Wasser von der Form me entstanden ist. 
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Unser Anhydrid erwies sich genau so wie das vorher beschrie- 
bene Tyrosinanhydrid als optisch aktiv und genau so wie dieses 
rechts drehend, trotzdem bisher nur linksdrehendes Tryptophan 
erhalten wurde. 


Optische Aktivitat. 


10,805 mg Substanz in 2225,795 mg Wasser gelést, drehte 
0,01 rechts bei 16° C. 
(a«)> = + 20,59°. 


Zusammenfassung. 


Wir haben also bei der protrahierten tryptischen Verdauung 
zwei neue Substanzen gefunden, deren Analyse und Konstitutions- 
ermittlung zeigt, daB das Trypsin oder ein dieses begleitendes 
Ferment anhydridisierend wirkt u. zw. so, daB zwei gleiche Amino- 
siuren mit ihren Karboxylgruppen unter Abspaltung eines Mol. 
RCO\9 ver. 
RCO/ 
einigen, was dadurch bewiesen wurde, da8 wir die Bestimmung der 
freien Aminogruppen nach van Slyke machten und da die 
Sérrensensche Formoltitration auf freie Siure eine negative war. 
Wir haben also eine neue Funktion des Fermentes gefunden, eine 
spezielle Funktion, die dahin geht, gleiche Aminosfiuren zu anhy- 
dridisieren, wenn die tryptische Verdauung nicht auf der Héhe der 
Bromreaktion unterbrochen, sondern bis zum Verschwinden dersel- 
ben weiter geleitet wird. Interessant ist es ferner, daB diese An- 
hydrase sowohl das des 1. Tyrosin, als auch das des 1. Tryptophan, 
in d.-Tyrosinanhydrid, resp. ind.-Tryptophananhydrid verwandelt. 


Wasser sich zu einem Anhydrid von dem Schema 








Uber Jodabspaltung aus Jodoform und dessen Ersatz- 
priparaten. 


Von 
C. Bachem und H. Kriens. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Bonn.) 
(Eingegangen am 12. Mat 1921.) 


Seit der Einfiihrung des Jodoforms in die Chirurgie durch 
Billroth (1880) hat sich das Mittel trotz mancher unangenehmer 
Eigenschaften bis auf den heutigen Tag gehalten, vor allem zur 
értlichen Behandlung tuberkuléser Erkrankungen, wihrend man 
zur eigentlichen Wundbehandlung seine zahlreichen Ersatzprapa- 
rate vorzieht. 

Bekanntlich kommt dem Jodoform eine keimtétende Wir- 
kung nicht als solchem zu, sondern diese soll nach Binz!) ihre 
Ursache lediglich in der Abspaltung von freiem Jod haben. 
Dieses Halogen wird vom Wundsekret, Eiter usw. bei liingerem 
Kontakt langsam, aber kontinuierlich abgespalten. Jodoform in 
Substanz und in Lésung hat namlich als ungespaltenes Molekiil 
auf die Mehrzahl der Bakterien keinen oder nur einen sehr geringen 
EinfluB, wogegen Jod in statu nascendi bekanntlich ein sehr 
kriftiges Desinfektionsmittel ist. Mit dem Eiwei8 der Gewebe 
bildet es auBerdem Albuminate (Jodalbuminate), wodurch eine 
gewisse Adstriktion bedingt ist, die eine iibermaiBige Wundsekre- 
tion zu hemmen vermag. 

Die in praxi gebriuchlichen Jodoformersatzpriparate, welche 
die unangenehmen Wirkungen der Muttersubstanz nicht oder nur 


1) Binz, Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmakol. 8, 309. 1878; Virchows 
Arch. 89, 389. 1882. — Die auBerordentlich umfangreiche Literatur und 
das Ergebnis friiherer uns hier interessierender Versuche iiber Jodoform 
findet sich bei Altenburg (Arch. internat. de pharmacodyn. et de thérap. 
8, 125. 1901) sowie bei Sch midt (ebendort 8, 111 u. 9, 107. 1901). Der 
Reumersparnis wegen sei hier auf diese Ausfiihrungen verwiesen. 
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sehr wenig zeigen, sind recht zahlreich. Die bekanntesten, mit 
denen wir uns auch im folgenden zu befassen haben, sind etwa: 
Jodoformogen, ein JodeiweiBpriparat; Jodoformin, Jodo- 
form-Hexamethylentetramin; Jodofan, Monojoddioxybenzol- 
formaldehyd; Airol, Wismutoxyjodidgallat; Aristol, Dithy- 
moldijodid; Europhen, Isobutylorthokresoljodid; Isoform, 
Parajodanisol; Vioform, Jodchloroxychinolin; Jodol, Tetrajod- 
pyrrol; Jodolen, eine JodoleiweiSverbindung; Novojodin, 
Hexamethylentetramindijodid. 

Der Prozentgehalt an Jod ist ein recht verschiedener ; indes 
darf man a priori nicht voraussetzen, daB solche mit hohem Jod- 
gehalt auch therapeutisch am starksten wirksam sind. Die Ab- 
spaltbarkeit des Jods ist nimlich von mannigfachen Faktoren 
abhangig und geht nicht immer parallel mit der antiseptischen 
Kraft des Priparates. Ehe wir uns mit der Frage der Abspalt- 
barkeit der einzelnen Praparate beschiftigen, sei zunachst eine 
kurze Betrachtung iiber die Wirkungsweise des Jodoforms voran- 
gestellt. 

Wie bereits angefiihrt, soll nach Binz die antiseptische Wir- 
kung des Jodoforms auf einer dauernden Abspaltung von freiem 
Jod beruhen, dem bekanntlich eine auBerordentlich hohe Des- 
infektionskraft zukommt. Die Ansicht, daB daneben aus dem 
Jodoform auch andere antiseptisch wirkenden Stoffe gebildet werden 
kénnen, wenn das Mittel mit dem Organismus bezw. frischem 
Protoplasma in Beriihrung kommt, wird ebenfalls vertreten. 
Durch Extrahieren mit Wasser aus Organen kann man Stoffe ge- 
winnen, denen die Fahigkeit zuakommt, Jodoform unter Luftab- 
schluB so zu zersetzen, daB sich Bakterien in den mit Jodoform 
versetzten Organextrakten nicht entwickeln kénnen. Diese Wir- 
kung fiihrt man auf die Bildung eines stark bakteriziden Stoffes 
aus dem Jodoform zuriick und vermutlich soll dieser K6rper 
Dijodacetyliden sein. Einige gehen dabei so weit, daB sie die 
Binzsche Theorie von der Abspaltung des Jods aus Jodoform in 
Abrede stellen. 

Eine weitere Erklarung fiir die Wirksamkeit des Jodoforms 
ist gegeben durch die allerdings geringe Léslichkeit des Mittels 
in Wasser; etwas héher diirfte seine Léslichkeit im Serum und 
anderen fett- und lipoidhaltigen Kérpersiften sein. Die Léslich- 
keitsbedingungen sind also im Organismus andere als in vitro 
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und wenn auch dem unzersetzten Molekiil keine besondere Wir- 
kung zugeschrieben wird, so ist andererseits an das Verhalten an- 
organischer Jodverbindungen (Jodalkalien) zu erinnern, die doch 
auch wohl im Kérper bezw. im pathologisch (luetisch, karcino- 
matés) verinderten Gewebe, wenn auch nur zu einem winzigen 
Teil, in freies Jod gespalten werden. 

Bei der Priifung der Wirkungsweise der Ersatzpraparate im 
Vergleich zu Jodoform ist es einerseits von Bedeutung, ob sich 
das Praparat in Wasser oder in den Kérpersaften lést oder 
ob sich aus ihm eine lésliche Jodverbindung bildet, andererseits, 
ob eine Abspaltung von freiem Jod stattfindet. 

Zweck dieser Untersuchungen war die Feststellung, ob bei 
Jodoform und den von uns untersuchten Ersatzpraiparaten unter 
ahnlichen Bedingungen, wie sie bei der Anwendung im K6rper 
gegeben sind, d. h. unter Einwirkung von Wasser, EiweiB, 
Warme und Licht — Faktoren, die bei der offenen Wundbe- 
handlung eine Rolle spielen kénnen — auch in vitro einerseits eine 
Abspaltung von Jod, andererseits eine Lésung jodhaltiger 
Verbindungen beobachtet werden kann. AufBerdem sollte bei 
jedem Mittel festgestellt werden, welche von den genannten Fak- 
toren fiir eine Zersetzung in jedem Falle von Bedeutung sind. 

Der Nachweis des Jods wurde in der itiblichen Weise mit 
Starkelésung gefiihrt. Diese Reaktion ist so empfindlich, daB 
sie — wie sich bei einem Vergleich mit einer Jodlésung von be- 
kanntem Gehalt ergab — im Kubikzentimeter noch 0,0000063 g 
Jod anzeigt, d. h. noch eine deutliche Blaufirbung gibt. Eine solche 
Blaufaérbung wird in den folgenden Tabellen mit + bezeichnet. 
Eine Jodlésung von doppelter Konzentration gibt eine viel inten- 
sivere Blaufarbung, wie sie in den Tabellen mit +-+- angedeutet 
wird. Ein Gehalt von 0,000025 g Jod im Kubikzentimeter ergibt 
eine eben noch durchsichtige’ tiefblaue Flissigkeit (++ ++). Eine 
im Reagenzglas undurchsichtige Lésung, die im Kubikzentimeter 
mindestens 0,05 mg Jod enthilt, ist in den Tabellen mit ++ ++ 
bezeichnet. Durch diese verschiedenen Grade der Blaufarbung 
laBt sich der Gehalt der Flissigkeit an Jod einigermafen schit- 
eee ee bestimmen. 

um Nachweis, ob eine Lésung lésliche Jodverbindungen ent- 
halt, muB das Jod bekanntlich erst durch rauchende Salpetersiure 
in Freiheit gesetzt werden (die rauchende Salpetersiure wurde 
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mit gleichen Teilen gewéhnlicher Salpetersiure verdiinnt). Nach- 
dem die zu untersuchende Fliissigkeit mit wenigen Tropfen Starke- 
lésung versetzt war, wurde ein Tropfen des Salpetersiuregemisches 


hinzugegeben. Unterblieb die Blaufirbung, so war die Fliissig- 
keit praktisch frei von gelésten Jodverbindungen. 

Zur Priifung der Frage, ob ein Praparat sich leicht zersetzt 
oder nicht, muBte festgestellt werden, ob es sich in Wasser, wenn 
auch nur wenig, lést oder ob es freies Jod enthalt. Zu diesem 
Zwecke wurden von jedem Mittel 0,25 g auf ein Filter gebracht 
und mit je 10 com Wasser durchgespiilt (siehe Tab. I, Spalte 1). 
Bei der Priifung der Filtrate auf freies Jod ergab sich lediglich 
bei Novojodin mit Starkelésung eine schwache Blaufarbung. 
Eine stirkere Farbung konnte in dem Filtrat, auch auf Hinzu- 
fiigung eines Tropfens Jodkalilésung nicht erzielt werden. Aus der 
Tatsache, daB die Blaufirbung mit Stirkelésung allein auftrat, 
mu8 auf gleichzeitiges Vorhandensein von Jodwasserstoffsiure 
oder Jodiden neben freiem Jod in der Lésung geschlossen werden, 
eine Annahme, die sich bestitigte, als etwas rauchende Salpeter- 
siure zum Filtrat gesetzt wurde: es entstand jetzt im Novojodin- 
filtrat eine undurchsichtige blaue Triibung. Daraus ist also zu 
schlieBen, da Novojodin im Gegensatz zu allen anderen Jod- 
praparaten beim Durchspiilen mit Wasser freies Jod abgegeben 
hatte. Daneben war auch reichlich Jod in gebundenem Zustand 
in Lésung gegangen. Die Eigenschaft, daB sich beim Durchspiilen 
mit Wasser eine Jodverbindung lést, teilt das Novojodin mit 
dem Airol. Denn nachdem die Filtrate der tibrigen Jodpraparate 
in gleicher Weise mit Starkelésung und Salpetersiure versetzt 
worden waren, trat auch beim Airol eine undurchsichtige blaue 
Triibung auf. Es waren also auch hier reichliche Mengen einer 
jodhaltigen Verbindung in Lésung gegangen. Die anderen Pri- 
parate hatten sich weder gelést, noch Jod in Lésung gegeben. 
Vom rein klinischen Standpunkt waren also diese beiden Priparate 
wegen ihrer leichten Jodabspaltbarkeit zu bevorzugen. 

Da hier nur festgestellt werden soll, ob sich aus den unter- 
suchten Praparaten iiberhaupt Jod abspaltet oder in gebundener 
Form in Lésung geht, so braucht nicht weiter untersucht zu wer- 
den, welcher Art die geléste Jodverbindung ist. Es ist méglich, 
daB sich durch die Einwirkung von Wasser allein das Priaparat 
zersetzt, sei es auch nur nach Art einer hydrolytischen Spaltung. 
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Es handelt sich hier nur darum, festzustellen, ob iiberhaupt Jod 
oder jodhaltige Substanz in Lésung geht. Wenn keine Lésung 
einer Jodverbindung eintritt, so mu8 das Priparat entweder 
wirkungslos sein, oder es muB durch direkte Jodabspaltung 
wirken. 

Weiterhin haben wir alle Priparate daraufhin untersucht, 
ob sie trotz anfainglicher Unléslichkeit doch auf die Dauer léslich 
werden. Es wurde zu diesem Zwecke 0,25 g der betreffenden Sub- 
stanz in 10 ccm Wasser gebracht, gut durchgeschiittelt und 
3 Tage lang im Dunkeln aufbewahrt (Tab. II, Spalte 1). Dann 
wurden die Aufschwemmungen der Priparate filtriert und die 
Filtrate in 2 Teile geteilt. Zu der einen Halfte wurde tropfenweise 
Starkelésung hinzugesetzt: nur bei Npvojodin trat eine Blau- 
farbung ein. Im Filtrat der anderen Priaparate trat indes keine 
Blaufarbung ein, auch nicht auf Jodkaliumzusatz. Die andere 
Hilfte eines jeden Filtrates wurde zwecks Untersuchung auf ge- 
bundenes Jod mit wenig Starkelésung unter Hinzufiigung eines 
Tropfens rauchender Salpetersiiure versetzt. Nun zeigte sich 
auBer bei Novojodin und Airol auch bei Jodoformogen eine 
undurchsichtige Triibung; es hatten sich also von diesen 3 Pripa- 
raten erhebliche Teile gelést. In nur geringem Grade waren auch 
Aristol, Europhen und Jodolen in Lésung gegangen, denn 
auch im Filtrat der mit diesen Substanzen angesetzten Aufschwem- 
mungen trat eine geringe Blaufirbung mit Starkelésung auf Sal- 
petersdurezusatz ein. 

Beachtenswert scheint bei diesem Versuch die Tatsache, daB, 
wihrend die Mehrzahl der Priparate in Wasser unldslich ist, wir 
beim Jodoformogen und Jodolen zu einem besonderen Resultat 
kommen. Betrachtet man diese beiden unter dem Gesichtspunkt 
ihrer Zusammensetzung (Jodoformogen = JodoformeiweiB, Jo- 
dolen = Jodeiwei8 auf der Grundlage des Jodols), so erhellt also 
aus diesem Versuch, da®8 diese Jodoform- bezw. JodoleiweiBver- 
bindungen leichter in Wasser léslich bezw. zersetzlich sind, als 
die Ausgangspriparate. 

Um fir die spaiteren Versuche noch eine Vergleichsgrundlage 
zu bekommen, bedurfte es noch der Feststellung, ob die Praparate 
in dem Zustand, wie sie im Handel sind, freies Jod enthalten. 
Im Novojodin war bereits (s. 0.) freies Jod nachgewiesen. Zur 
besseren Léslichkeit etwa vorhandenen Jods wurde eine wisserige 
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Jodkaliumlésung zum Ausschiitteln benutzt. Nach Filtration der 
Aufschwemmung wurde das Filtrat wie iiblich mit Stirkekleister ge- 
gepriift; dabei erwiesen sich Novojodin und Aristol als jod- 
haltig. Der Gehalt an freiem Jod im Aristol war allerdings nur 
gering und vermutlich hatte es sich im vorigen Versuch nicht ge- 
niigend gelést, und war dem Nachweis entgangen. (Das von uns 
untersuchte Aristol war ein mindestens 10 Jahre altes Priparat, 
das vielleicht im Laufe der Zeit eine ganz geringe Zersetzung er- 
fahren hatte.) 

Anders als bei den iibrigen Priiparaten muBte bei der Unter- 
suchung des Isoforms verfahren werden. Schiittelt man nimlich 
dieses Priparat mit Jodkalilésung, so spaltet sich aus dem Jod- 
kalium freies Jod ab. Dieses beruht auf einer Sauerstoffentwick- 
lung aus dem p-Jodoanisol, das sich dabei zu Jodanisol reduziert. 
Mit Jodkali-Starkelésung versetzt, tritt Blaufirbung auf. Schiittelt 
man aber Isoform mit Chloroform, so laBt sich kein freies Jod 
ausschiitteln, ein Beweis, da8 das im vorigen Versuch mit Jod- 
kalium-Starkelésung nachgewiesene Jod nicht aus dem Praparat 
selbst, sondern aus dem Jodkalium stammt, das infolge der oxy- 
dierenden Wirkung des Isoforms zersetzt wurde. 

Die folgenden Versuche sollen den Einflu8 des diffusen 
Tageslichtes auf die Jodabspaltung zeigen. Dazu wurden 
1. je 0,25 g der trockenen Substanz 3 Tage lang an diffusem Tages- 
licht aufbewahrt (Tab. I, Spalte 2). — 2. Die gleichen Mengen der 
Praparate mit je 10 com Wasser aufgeschwemmt und 3 Tage lang 
der Einwirkung des diffusen Tageslichtes ausgesetzt (Tab. II, 
Spalte 2). Nach Abfiltrieren der ungelésten Riickstinde zeigte 
sich nur in dem Novojodin- und Aristolfiltrat freies Jod. 
Gegenitiber dem Versuch mit den unbelichteten Praparaten hatte 
nur das Aristol eine stirkere Zersetzung durch das Tageslicht auf- 
zuweisen. 

Wurden die dem Tageslicht ausgesetzten trockenen Priparate 
auf dem Filter mit je 10 cem Wasser durchgespiilt, so zeigte sich 
nur bei dem Novojodin ein Gehalt an freiem Jod. Gegeniiber dem 
unbelichteten Prapirate war also hier kein Unterschied zu be- 
merken. Wurde aber zu dem Filtrat rauchende Salpetersiaure hin- 
zugesetzt, so zeigte sich, daB nicht nur Airol und Novojodin, son- 
dern auch Jodoformin, Jodoformogen und Jodolen eine 
Zersetzung durch die Lichteinwirkung erfahren hatten, da in den 
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entsprechenden Filtraten deutlich Jod nachzuweisen war. Unter 
dem Einflu8® des diffusen Tageslichtes hatten also die drei letzt- 
genannten Priparate eine Zersetzung erfahren, welche in ihrer 
leichteren Léslichkeit in Wasser zum Ausdruck kommt. Wurden 
unbelichtete Praparate auf dem Filter mit Wasser durchspiilt, so 
zeigte sich das Filtrat vollkommen frei von Jod. Nach 3tigiger 
Lichteinwirkung in gleicher Weise verfahren, zeigte sich im Filtrat 
ein deutlicher Gehalt an einer gelésten jodhaltigen Verbindung. 

Beim Schiitteln der dem diffusen Tageslicht ausgesetzten 
trockenen Priparate mit Jodkalilésung fand sich auBer bei Novo- 
jodin auch bei Europhen und Aristol in geringer Menge freies 
Jod. Das unbelichtete Europhen hatte kein freies Jod enthalten; 
es hat also hier unter Lichteinwirkung eine Abspaltung von freiem 
Jod stattgefunden. 

Die in einer Aufschwemmung mit Wasser dem Licht 


ausgesetzt gewesenen Praparate zeigten ebenfalls eine Anderung 


ihrer Léslichkeit in Wasser. In den entsprechenden Filtraten 
fanden sich geléste Jodverbindungen bei Jodoform, Jodo- 
formogen, Jodoformin, Novojodin, Europhen, Aristol, 
Airol und Jodolen. Bei Lichtabschlu8 in analoger Weise behan- 
delt, hatte die von Jodoform und Jodoformin abfiltrierte Fliissig- 
keit kein Jod enthalten. AuBerdem hatte sich unter dem EinfluB 
des Lichtes in den Filtraten von Europhen und Aristol mehr 
jodhaltige Substanz gelést, als in dem unter Lichtabschlu8 an- 
gesetzten Versuch. Ferner hatten Novojodin und Aristol freies 
Jod abgespalten, wahrend unter Lichtabschlu8 ja nur die mit 
Novojodin angesetzte Lésung freies Jod enthalten hatte. Es hatte 
sich also auch beim Aristol eine deutlich erkennbare Wirkung des 
Lichtes gezeigt. 

Setzt man die uns interessierenden Priparate langere Zeit der 
Einwirkung des direkten Sonnenlichtes aus, so ist die Wir- 
kung eine viel stiirkere. (Tab. I, Spalte 3). Wurde von jedem der 
in Frage stehenden Mittel 0,25 g in einem Erlenmeyerschen K6lb- 
chen 3 Tage lang dem Sonnenlicht ausgesetzt, so zeigte sich meist 
schon auBerlich eine deutliche Veranderung. Das gelb-graue Jodol 
war braunlich, das gelbliche Jodolen mehr griinlich verfarbt. Iso- 
form firbte sich gelb bis helibraun, desgleichen das Jodofor mo- 
gen und das Jodoformin. Das rehbraune Aristol war zu einem 
blaBgelben Pulver entfairbt, das gelbliche Europhen zeigte eine 
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dunkelbraune Farbe. Bei Jodoform war zwar keine Farben- 
ainderung zu erkennen, doch war das Gefé® an der Innenwand 
mit kleinen blauglinzenden Jodkristallchen besetzt. AuBerlich 
ganz unveradndert erschienen Vioform, Airol, Jodofan und 
Novojodin. In derselben Weise wie bei den friiheren Versuchen, 
wurde auch jetzt die Substanz auf dem Filter mit etwas Wasser 
ausgewaschen und die eine Filtrathalfte mit Jodkalistarkelésung 
versetzt; dabei zeigte sich aber in keinem Falle freies Jod, auch 
nicht beim Novojodin, bei dem sonst immer freies Jod in nicht ge- 
ringen Mengen nachgewiesen werden konnte. Dagegen zeigte sich 
in der anderen Halfte des Filtrates, nachdem diese mit Stirke- 
lésung und rauchender Salpeterlésung versetzt worden war, daB 
alle Priparate, mit Ausnahme von Vioform, Isoform und Jodo- 
fan, Jod in gebundener Form in Lésung gegeben hatten. Schiittelte 
man die Praparate in dem Gefai8, in dem sie der Einwirkung des 
Sonnenlichtes ausgesetzt waren, kurze Zeit mit Jodkalilésung, 
wodurch sich auch das an den GefiBwinden etwa abgeschiedene 
Jod aufléste, so war nur in den Filtraten von Vioform und 
Airol kein freies Jod nachzuweisen. Alle anderen hatten freies 
Jod abgespalten. Auch aus Isoform, das wegen der Oxydations- 
wirkung nicht mit Jodkalilésung versetzt werden durfte, gelang 
es mit Chloroform freies Jod auszuschiitteln. 

Setzten wir nun eine Aufschwem mung der Praparate mit 
Wasser 3 Tage lang dem direkten Sonnenlicht aus (Tab. II, 
Spalte 3), so zeigte sich nach der Filtration freies Jod in den Fil- 
traten von Jodoform, Jodoformin, Novojodin, Aristol, 
Airol und Isoform. Bei allen diesen Praparaten trat die Blau- 
farbung mit Starkelésung allein auf, ein Beweis, da8 auBer freiem 
Jod auch noch Jodide (oder Jodwasserstoffsiure) in Lésung ent- 
halten waren. Jodhaltige Verbindungen konnten denn auch bei 
allen Priparaten, nicht nur bei den oben erwahnten in Lésung 
nachgewiesen werden. 

Unsere nachste Versuchsreihe sollte entscheiden, inwieweit: 
eine Tem peratur von 37° die einzelnen Praparate zu zersetzen 
imstande ist. 

Bei Aufbewahrung der trockenen Substanz 3 Tage lang im 
Brutschrank bei der genannten Temperatur (Tab. I, Spalte 4) 
war nach Ausspiilen mit je 10 com Wasser nur bei Novojodin 
freies Jod nachzuweisen. Wurde aber das Filtrat auf geléste 
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Jodverbindungen untersucht, so fanden sich solche bei Jodo- 
formogen, Jodoformin, Novojodin und Airol; Airol und 
Novojodin hatten sich schon in einem friiheren Versuche als teil- 
weise léslich in Wasser erwiesen, aber bei Jodoformogen und 
Jodoformin konnten dabei keine Jodverbindungen im Filtrat 
festgestellt werden. Hier war also eine Einwirkung der erhéhten 
Temperatur zu bemerken. — Beim Schiitteln mit Jodkalistirke- 
lésung zeigten auBer Novojodin auch Aristol und Europhen 
einen Gehalt an freiem Jod. Fiir Europhen war damit also auch 
eine unter Warmeeinwirkung zustande gekommene Jodabspaltung 
nachgewiesen. 

Wir haben dann ferner eine Aufschwemmung der Priparate 
mit Wasser der Brutschranktemperatur 3 Tage lang ausgesetzt 
(Tab. II, Spalte 4). Dabei fand sich ebenfalls freies Jod in den 
Filtraten von Novojodin, Europhen und Aristol. Unter- 
suchte man auf Jod in gebundener Form, so war nur das Isoform- 
Filtrat frei von Jodverbindungen. Alle anderen Filtrate ent- 
hielten geléste Jodverbindungen. Es hatte sich im ganzen eine 
starke Férderung der Léslichkeit der Praparate in Wasser durch 
die Warme ergeben, ahnlich wie es sich nach langerer Einwirkung 
des Sonnenlichtes gezeigt hatte. 

Um den Verhiltnissen bei der Anwendung der untersuchten 
Antiseptica in vivo etwa naher zu kommen, haben wir in den folgen- 
den Versuchsreihen die Priparate mit EiweiBlésungen aufge- 
schwemmt. Wir bedienten uns einer 2,5 proz. Lésung von Albumen 
ovi siccum in phys. Kochsalzlésung. Daneben wurden die Versuche 
mit einer Lésung von frischem HiihnereiweiB wiederholt, wodurch 
gleiche Ergebnisse erzielt wurden. Es wurden je 0,25 g der betr. 
Substanz mit der EiweiBlésung gut durchgeschiittelt und 3 Tage 
lang im Durkeln bei Zimmertemperatur aufbewahrt (Tab. LIT, 
Spalte 1). Schmidt’) fihrt die Basizitat des EiweiBes als einen 
der Faktoren an, durch welche aus dem Jodoform bei seiner An- 
wendung im Organismus Jod frei gemacht wird. Wenn diese An- 
sicht richtig ist, so wire zu erwarten, daf das Jodoform, welches 
in dem analogen, mit seiner wisserigen Aufschwemmung ange- 
stellten Versuch kein freies Jod und auch kein solches in gebun- 
dener ionaler Form abgegeben hatte, jetzt Jod abspalten wiirde. 





1)C. H. L. Schmidt, Arch. internat. de pharmacodyn. et de thérap. 
9, 107. 1901. 
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Ferner wiirde das Eiwei8 wohl auch aus den anderen Jodpripa- 
raten stirker Jod abspalten, als es in den entsprechenden Ver- 
suchen durch die Einwirkung des Wassers geschah. 

Um die EiweiBlésung von dem noch ungelésten Teil der Jod- 
praparate zu befreien, wurde zunichst filtriert und dann das Filtrat 
in zwei gleiche Teile geteilt. Der erste Teil des Filtrates wurde zur 
Prifung auf freies Jod mit Jodkalistarkelésung versetzt und dabei 
nur in der mit Novojodin versetzten EiweiBlésung freies Jod 
gefunden, und zwar weniger reichlich als in dem entsprechenden 
Versuch mit Wasser. Da8B mehr freies Jod gebunden wiirde, war 
auch nicht zu erwarten, denn ist die Basizitat des EiweiBmolekiils 
ein Grund fiir die Jodabspaltung, so ist auch anzunehmen, dab 
das frei gewordene Jod in Bindung mit dem Eiwei® treten wird. 

Wir haben dann das in der anderen Hialfte des Filtrates ent- 
haltene Eiwei8 zunichst mit wenig Salpetersiure ausgefillt und 
durch kurzes Aufkochen koaguliert, dann filtriert und die Filtrate 
mit Starkelésung versetzt. AuBer bei Novojodin fand sich auch 
in den Filtraten von Aristol und Jodoformogen eine Blaufir- 
bung. Das Jod diirfte aber hier nur locker gebunden gewesen sein 
und vermutlich im EiweiBmolekiil. Wurde alsdann das stirke- 
haltige Filtrat noch mit einem Tropfen rauchender Salpetersiure 
versetzt, so zeigte sich dadurch, daB in den mit Jodoformogen, 
Novojodin und Aristol versetzt gewesenen Lésungen eine starke 
Blaufarbung auftrat, ein gleichzeitiges Vorhandensein von lés- 
lichen Jodverbindungen an. Auch das Filtrat von Airol zeigte 
eine gleich starke Triibung. Hier war also auch gebundenes Jod 
in Lésung vorhanden, obgleich in diesem Filtrat freies Jod nicht 
hatte nachgewiesen werden kénnen. 

Es lag nun noch die Méglichkeit vor, da das auf dem Filter 
zuriickgebliebene EiweiB jodhaltig war, selbst wenn auch der Nach- 
weis im Filtrat nicht méglich war. Zu dem Zweck wurden die Ei- 
weiBriickstiinde, die mit Airol, Aristol, Jodoformogen und Novo- 
jodin angesetzt waren, bei denen also teils freies Jod, teils lésliche 
Jodverbindungen im Filtrat festgestellt worden waren, so lange 
mit Wasser auf dem Filter ausgewaschen, bis das aufgefangene 
Filtrat von Jod frei war. Bei den aus den iibrigen EiweiBlésungen 
gewonnenen Filtraten war das unnétig, da diese Lésungen von 
vornherein kein Jod enthielten. Die auf dem Filter verbliebenen 
EiweiBriickstaénde wurden nun im Tiegel mit Soda verascht, nach 
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Auslaugung der Asche wurde das Filtrat mit rauchender Salpeter- 
siure versetzt, so daB eine schwachsaure Reaktion eintrat. Beim 
Hinzufiigen von Starke muBte sich eine Blaufirbung zeigen, wenn 
das Eiwei8 Jod enthalten hatte. In der Tat fand sich ein deutlicher 
Jodgehalt bei Airol, Aristol, Jodoform, Novojodin, Jodo- 
formogen, Jodolen, Europhen und Jodoformin. Da das 
Jod durch Auswaschen mit Wasser nicht in Lésung gebracht wor- 
den war, konnte es in diesen Fillen nur an EiweiB gebunden ge- 
wesen sein. 

Da auch Jodoform Jod an Eiweif abgegeben hatte, so kann 
auch durch diesen Versuch die Ansicht Schmidts, da8 EiweiB 
infolge seiner Basizitat Jod aus Jodoform abspalte, als bestitigt 
gelten. Bei Jodoform und Jodoformin war die Wirkung des Ei- 
weiBes besonders deutlich. Auch in den meisten iibrigen Priipa- 
raten hatte das Eiwei, starker als in den analogen Versuchen mit 
Wasser, Jod abgespalten. Lediglich in den EiweiSlésungen, die 
mit Vioform, Isoform, Jodol und Jodofan ausgesetzt waren, 
konnte nach der beschriebenen Art kein Jod nachgewiesen werden. 

Die beiden weiteren Versuchsserien stellten wir an, um zu 
sehen, ob die Einwirkung des Lichtes auch auf die mit EiweiB- 
lésungen angesetzten Priparate einen die Abspaltung von Jod 
férdernden Einflu8 ausiibt, ahnlich wie es sich bei den Aufschwem- 
mungen mit Wasser ergeben hatte. Zu diesem Zwecke wurden die 
gleichen Gewichtsmengen der Substanzen mit derselben Menge 
EiweiBlésung von gleicher Art und Konzentration wie im vorigen 
Versuch in 2 Serien, die eine 3 Tage lang dem diffusen Tageslicht 
(Tab. III, Spalte 2), die andere 3 Tage lang bei wolkenlosem Him- 
mel dem Sonnenlicht ausgesetzt (Tab. III, Spalte 4). 

Es fand sich bei der Untersuchung auf freies Jod unter Ein- 
wirkung des diffusen Tageslichtes nur die mit Novojodin aus- 
gesetzte EiweiBlésung jodhaltig, entsprechend dem vorigen unter 
LichtausschluB ausgefiihrten Versuch. Jedoch war jetzt die Jod- 
menge etwas vermehrt. Nach Eiweiffiallung zeigte sich auf Zusatz 
von Starke allein zum Filtrat nur beim Novojodin freies Jod. Wird 
aber ein Tropfen rauchende Salpetersiure zugesetzt, so zeigten 
nicht nur die Filtrate von Jodoformogen, Novojodin, Aristol 
und Airol eine starke Triibung, entsprechend dem im Dunkeln 
angesetzten Versuch, sondern auch im Filtrat von Jodoform, 
Jodoformin und Europhen war reichlich, im Filtrat von 


16* 
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Jodolen deutlich nachweisbar Jod in gebundener Form in 
Lésung gegangen. Auch im Filtrat von Aristol war der Jod- 
gehalt wesentlich starker als im entsprechenden, vor Licht geschiitzt 
angesetzten Versuch. Keine Jedabspaltung zeigten unter den 
angegebenen Versuchsbedingungen nur Vioform und Jodofan. 
Es war also von allen Praiparaten Jod an das EiweiBmolekiil ab- 
gegeben worden, bei denen unter Einwirkung des diffusen Tages- 
lichtes in dem friiher mit Wasser angestellten Versuch im Filtrat 
Jodverbindungen in Lésung gefunden worden waren. Aber auch 
Isoform und Jodol, die in jedem Versuche keine jodhaltigen Sub- 
stanzen in Lésung abgegeben hatten, gaben jetzt Jod an das Ei- 
weiB ab. 

Noch starker war die Abspaltung von Jod, wenn die mit den 
Priiparaten versetzten EiweiBlésungen dem Sonnenlicht aus- 
gesetzt waren (Tab. III, Spalte 3). Es war dann zwar in keinem 
Falle freies Jod nachzuweisen, auch nicht, nachdem das Eiwei8 
durch verdiinnte Salpetersiure und nachfolgendes Aufkochen 
restlos ausgefillt war, aber in gebundener Form war Jod in allen 
Filtraten enthalten. Bei Airol, Jodoform und Novojodin 
war die Jodentwicklung so stark von statten gegangen, daB beim 
Abfiltrieren der Reste der Praparate von der Fliissigkeit alles 
Eiwei8 in koaguliertem Zustand — vermutlich als Jodalbuminat — 
auf dem Filter verblieb. Die Filtrate erwiesen sich vollstaindig 
frei von EiweiB. In den Fallen, wo im Filtrat mit verdiinnter Sal- 
petersiiure noch ein Niederschlag von Albumen erzielt werden 
konnte, war die Menge dieses Niederschlages nur noch gering; sie 
war viel geringer, als sie nach der urspriinglichen Konzentration 
hatte sein miissen. Also auch hier war eine teilweise Ausfaillung 
des EiweiBes durch das unter der Einwirkung des Sonnenlichtes 
frei gewordenen Jod zustande gekommen. 

Nach der unter der Einwirkung des Sonnenlichtes reichlichen 
Jodabspaltung durfte man wohl annehmen, daB die geringen 
Eiwei8mengen, die in der Mehrzahl der Fille noch aus den Filtraten 
ausgefallt werden konnten, deutlich Jod enthalten wiirden. Aber 
nur das mit Aristol, Vioform, Isoform, Jodol und Jodolen 
ausgesetzt gewesene EiweiB erwies sich als jodhaltig. In dem aus 
den Filtraten von Europhen, Jodoformogen, Jodoformin 
und J odofan gewonnenen Eiwei8 war kein Jodgehalt festzustellen, 
obschon diese Substanzen in der Mehrzahl der bisherigen Versuche 
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stark Jod abgespalten hatten. Die Erklarung dafiir liegt wohl in 
dem Umstand, da8 unter dem Einflu8 des Sonnenlichtes das jod- 
haltige Eiwei8 als unlésliches Jodalbuminat ausgefallen war. 


Wir haben dann weiter noch einen Versuch angestellt, bei 
dem die Substanz mit EiweiBlésung aufgeschwemmt, 3 Tage 
lang im Brutschrank bei einer Temperatur von 37° gehalten 
wurde (Tab. III, Spalte 4). Freies Jod enthielten die Lésungen, 
die mit Novojodin, Aristol und Europhen versetzt waren. 
Nach Ausfallung des gelésten EiweiBes fanden sich in den mit 
Jodol, Jodolen, Aristol, Airol, Europhen, Jodoform, 
Jodoformogen, Jodofan und Novojodin versetzt gewese- 
nen Lésungen geliste Jodverbindungen. Ahnlich war das Ver- 
halten der EiweiBfallungen; hierbei ergab sich aber, da8 auch aus 
Vioform und Isoform Jod abgespalten worden war, denn die 
betr. EiweiBfaillungen erwiesen sich jodhaltig. Andererseits war 
das mit Jodofan behandelte Eiwei8 frei von gebundenem Jod, 
obwohl das Filtrat geringe Mengen einer gelésten Jodverbindung 
enthalten hatte. 

Einen analogen Versuch haben wir endlich noch mit einer 
menschlichen Aszitesfliissigkeit angestellt (Tab. IV, Spalte 1 
und 2). Die Ergebnisse wichen nur in soweit von denen des Vor- 
versuches ab, als sich in keinem Falle in der Lésung freies Jod 
nachweisen lie8. Nachdem nun das Eiweif aus der Aszitesfliissig- 
keit ausgefallt war, zeigten die Filtrate in allen Fallen, in denen 
sie im entsprechenden mit Albumen ovi ausgefiihrten Versuch 
einen Gehalt an gebundenem Jod gezeigt hatten, dieses auch jetzt. 
Auch das ausgefillte Eiwei8 verhielt sich genau dem vorigen Ver- 
such entsprechend. Ein mit einer Aufschwemmung von Eiter 
in physiologischer Kochsalzlésung angestellter Versuch fiihrte 
ebenfalls zu iibereinstimmenden Resultaten (Tab. IV, Spalte 3). 


Legt man bei der Betrachtung des Gesamtergebnisses die 
einzelnen Praparate zugrunde, so ergibt sich folgende Uber- 
sicht: 

Aus trockenem Jodoform war eine Abspaltung von freiem 
Jod nur unter der Einwirkung direkten Sonnenlichtes nachzu- 
weisen. Wurde Jodoform mit Wasser angesetzt, so geniigte eine 
Temperatur von 37° oder auch diffuses Tageslicht, um in der 
Fliissigkeit eine Lésung jodhaltiger Substanzen herbeizufiihren. 
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Freies Jod war auch dann nur nach Einwirkung von Sonnenlicht 
vorhanden. (Bekanntlich spaltet Jodoform auch in atherischer 
Lésung schnell Jod ab.) Wird Jodoform mit einer Eiweiflésung 
zusammengebracht, so bilden sich schon bei Zimmertemperatur 


und unter Ausschlu8 von Licht, mehr bei erhéhter Temperatur 
und Lichteinwirkung JodeiweiBverbindungen. Freies Jod war in 
den mit EiweiSlésungen und Jodoform angestellten Versuchen 
nicht nachzuweisen. 

Jodoformogen ist in Wasser schwer léslich, jedoch leichter 
als Jodoform; schon diffuses Licht oder eine Temperatur von 37° 
geniigt, die trockene Substanz soweit zu verindern, daB sich eine 
leicht in Wasser lésliche Jodverbindung bildet. Freies Jod wurde 
nur nach Einwirkung direkten Sonnenlichtes gefunden. Mit 
Wasser aufgeschwemmt, lost sich das Priparat schon bei Zimmer- 
temperatur unter AusschluB jeglicher Lichteinwirkung in nach- 
weisbaren Mengen, doch war eine Abspaltung von freiem Jod auch 
bei Sonnenlichteinwirkung nicht nachzuweisen. Gegeniiber Ei- 
weiBlésungen verhilt es sich analog dem Jodoform. 

Jodoformin unterscheidet sich in seinem Verhalten vom 
Jodoform dadurch, daB das trockene Praiparat schon nach Auf- 
bewahrung von diffusem Licht oder unter einer Temperatur von 
37° eine leichtere Léslichkeit zeigte. Im iibrigen verhielt es sich 
in allen Fallen dem Jodoform entsprechend. 

Novojodin diirfte wohl dasjenige Praparat unter allen den 
untersuchten sein, das am leichtesten Jod abspaltet. Das trockene 
Praparat, sowie die Aufschwemmung in Wasser, enthielten in 
allen Fallen freies Jod. AuBerdem ist das Praparat in Wasser 
verhaltnismaBig leicht léslich. Auf Grund seiner leichten Jod- 
abgabe scheint Novojodin als Dauerwundantiseptikum durchaus 
geeignet. 

Jodofan dagegen zeigt als trockene Substanz nur nach Ein- 
wirkung des Sonnenlichtes eine Abspaltung von Jod. Es ist in 
Wasser fast unléslich. Wurde es mit Wasser oder EiweiSlésung 
angesetzt, so fand sich im Filtrat nach Einwirkung des Sonnen- 
lichtes oder einer Temperatur von 37° geléste jodhaltige Substanz. 

Europhen zeigte als trockenes Priparat nach Licht- oder 
Warmeeinwirkung eine Abspaltung freien Jods. Mit Wasser auf- 
geschwemmt lésen sich schon unter LichtabschluB und bei Zimmer- 
temperatur geringe Mengen einer jodhaltigen Verbindung. Licht- 





248 ©. Bachem und H. Kriens: 


einwirkung scheint die Léslichkeit zu beférdern. Bei erhéhter 
Temperatur wird auch freies Jod abgespalten. Mit EiweiSlésungen 
bildet es leicht JodeiweiBverbindungen. Drei Tage lang in einer Ei- 
weiBlésung von 37° gehalten, kann es freies Jod abspalten. 

Aristol ist schwer in Wasser liéslich, etwas besser bei starker 
Sonnenbelichtung. In geringen Mengen ist freies Jod vorhanden. 
Durch Licht wird die Abspaltung von freiem Jod beférdert. Mit 
Wasser angesetzt, findet sich im Filtrat schon nach Einwirkung 
diffusen Lichtes freies Jod, ebenso unter erhéhter Temperatur. 
EiweiBlésung von 37° mit Aristol versetzt, enthalt freies Jod. 

Airol lést sich schon in unverandertem Zustande ziemlich 
leicht in Wasser. Jod spaltet das Mittel ab, wenn es mit Wasser 
aufgeschwemmt dem Sonnenlicht ausgesetzt wird. Mit Airol ver- 
setzte EiweiBlésung nimmt daraus leicht Jod auf. 

Viofor m ist in Wasser nur etwas léslich nach Einwirkung von 
Sonnenlicht und in der Wairme. Eine Abspaltung freien Jods war 
auch unter Sonnenlicht nicht nachweisbar. Vioformhaltige Ei- 
weiBlésungen zeigten sich nur nach Sonnenbestrahlung oder bei 
37° Warme jodhaltig. ; 

Isoform spaltet als trockene Substanz nur im Sonnenlicht 
freies Jod ab. Es ist in Wasser unléslich, lést sich aber leichter 
nach Sonnenbestrahlung und spaltet dann auch in einer Auf- 
schwemmung mit Wasser freies Jod ab. Eine Isoform-EiweiB- 
lésung erwies sich nur nach Licht- und Warmeeinwirkung jod- 
haltig. 

Jodol spaltet im Sonnenlicht freies Jod ab. Es ist in Wasser 
nur nach Licht- oder Warmeeinwirkung léslich; Jodol-EiweiB- 
lésungen waren jodhaltig, wenn sie belichtet oder bei 37° drei Tage 
lang aufbewahrt wurden. 

Jodolen ist in Wasser nur wenig léslich und mit ihm ange- 
setzte EiweiBkérper in wiasseriger Lésung nahmen stets aus ihm 
Jod auf. 

Im allgemeinen kann also gesagt werden, daB einige der unter- 
suchten Praparate das Jod nur sehr locker gebunden enthalten 
und es leicht abspalten (Novojodin), waihrend andere (Vioform) 
wieder sehr bestandig sind. Ob nun auch diejenigen Substanzen, 
die am leichtesten Jod abspalten, auch praktisch betrachtet, die 
besten Antiseptica sind, li8t sich nur in exakten Versuchen durch 
Einwirken dieser Praparate auf pathogene Keime feststellen. 
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Zieht man aber die praktische Verwendung der einzelnen 
Mittel in Betracht, so findet man, daB diejenigen Mittel sich viel- 
fach gréBerer Beliebtheit erfreuen, die verhiltnismaBig wenig Jod 
abspalten, wie Jodoform und Vioform, als andere, deren Jod- 
abspaltbarkeit eine gréBere ist (Novojodin, Aristol, Europhen). 

Die antiseptische Wirkung des Vioforms und Jodoforms ist 
in zahlreichen Untersuchungen nachgewiesen und hat sich auch 
in Praxi bis auf den heutigen Tag bewahrt. Jedenfalls ist die 
bakterizide Wirkung des Novojodins, Airols, Aristols und Euro- 
phens nicht in dem Mafe stiirker, als es der verhaltnismaBig star- 
ken Abspaltung von Jod aus den zuletzt genannten Priaparaten 
entspricht. Man wird also im Widerspruch mit der Binzschen 
Theorie iiber die Wirkung des Jodoforms anzunehmen haben, 
daB die Wirkung nicht — oder nicht ausschlieBlich — auf der 
Abspaltung von freiem Jod beruht, sondern daB vielleicht doch 
das intakte Molekiil oder andere Abbauprodukte desselben an 
der Wirkung mitbeteiligt sind. 


Pal 








Beitrige zur Chemie 
der Bildung und Reifung des Bienenhonigs. 


Von 
E. Sarin (Riga). 


(Hingegangen am 12. Mai 1921.) 


Der Honig ist das gemeinsame Erzeugnis der lebenden Pflanze 
und der Arbeitsbiene. Doch ist sowohl die Frage, auf welche Weise 
der Nektar in Honig verwandelt wird, als auch die allgemeine Frage 
nach der Physiologie der Verdauung bei der Biene bisher noch 
sehr wenig studiert worden. Mit Sicherheit ist bekannt, daB der 
Nektar und die iibrigen zuckerhaltigen Stoffé, zu denen die Biene 
Zutritt hat, von ihr in einen besonderen Magen, den sog. Honig- 
magen, eingesammelt und aus ihm, nach der Heimkehr der Biene 
in den Stock, in die Waben abgelegt werden. 

Ob nun der Honigmagen der Arbeitsbiene nur als Vorrats- 
kammer zur zeitweiligen Aufbewahrung des Nektars anzusehen 
ist, oder ob in ihm neben der Spaltung des Rohrzuckers noch 
irgendwelche andere komplizierteren biochemischen Prozesse vor 
sich gehen, — ist noch nicht erforscht. Gleicherweise sind wir 
wenig iiber diejenigen weiteren Prozesse unterrichtet, die im Nek- 
tar nach seiner Ablegung in die Waben im Zusammenhang mit 
der Reifung des Honigs stattfinden. 

Um nun die eben angefiihrten Fragen in gewissem Grade zu 
beleuchten, habe ich auf dem Bienenstand der bakteriologischen 
Abteilung des Landwirtschaftlichen Gelehrten-Komitees in Peters- 
burg einige Versuche angestellt. Im Anfang des Sommers und 
Spiatherbstes, als die Bliitezeit noch nicht eingetreten bzw. ver- 
gangen war, habe ich den Bienen Rohrzucker als Futter vor- 
gesetzt. Durch die Untersuchung des auf diese Weise erhaltenen 
Zuckerhonigs suchte ich einige Prozesse, die bei der Bildung und 
Reifung des Honigs stattfinden, zu verfolgen und zu ergriinden. 
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In erster Linie interessierte mich die Frage, was mit dem 
Zuckersirup geschieht, wenn man ihn mehrere Male durch den 
Organismus der Biene hindurchfiihrt. 


Zu diesem Zweck wurden 2 Vilkern mittlerer Stirke (Stécke System 
Dadan-Blatt) je 25 Pfund Sirup verabfolgt. Nach 2 Tagen, als die Bienen 
schon das ganze ihnen vorgesetzte Futter in die Waben abgelegt hatten, 
wurde der Honig herausgenommen, zentrifugiert, ein Teil fiir die Analyse 
zurtickgestellt, die tibrigen Mengen dagegen an dieselben Vélker verfiittert. 
Der von den Bienen zum zweiten Male in die Waben abgelegte Honig blieb 
in den Stécken bis zur Reife; erst als die Bienen die Waben zu verschlieBen 
begannen, wurde der Honig herausgenommen und zum dritten Male den 
Bienen vorgesetzt. Nach 3tagigem Verweilen im Stock wurde dieser Honig 
dann untersucht. 


Tabelle I. 








Bestandteile 


8. Juli 1915. 
. Juli 1916. 


Honig Nr. 1. 
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ton! Gewicht der eats 

1:2 bei-15°C .. ’ 1,1055 | 1,1180 
Trockensubstanz .... 7, 74,97 */o | 82, 68 %/, | 
Wasser | 25,03 ‘e| 17,32 °/, | 
Invertzucker 0 | 43, 69.60 5 
Saccharose 
Gesamte Zuckermenge . . 
Nichtzucker 
Asche x 0,072°/, | 
Saure, ber. auf Ameisen- | 

siure | 0,028%/,| 0,046, | 0,055°/, 
Albuminate nach il 

durch Phosphorwolfram- | 

siure gefallt 0 | 0,2 cem 0,2 cem 
Polarisation wR... i- +3,04° | +0,60° | -—1,05° 











einer 10proz. > nach der In- 
Liésung version — | —2, ah | —1,86° ~1,99° 

0 0 | 0 
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1) Die Diastase ist in Kubikzentimetern einer 2proz. Lésung von 
léslicher Starke ausgedriickt, wobei 5 com einer Honiglésung 1 : 2 mit der 
Starke eine Stunde lang auf 45° C gehalten wurden, wie es in meiner oben 
angefiihrten Schrift beschrieben ist. 
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Die bei der Untersuchung erhaltenen Resultate sind in den 
Tabellen I und IT dargestellt'). 





























Tabelle II. 
| 3 gis. | ges 
| = | agi | Sage | segs 
| 8 |4o8seleeeeeulcse se 
|) M2 (A SBaSIN eg sela Fass 
| ga |gsSer|see-gSlcgon Gs 
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ag we Eel eS HR e Sl weom as 
3 as PitM@ea, frmiscm. es 
Ee ches pea t-tee-o  e-iek Oe Le 
mS |mUVSeZR PsP es i sssasa 
3 SES | tse Toms 
z Pee |. taak-| Seok 
ee ee Leas | ess 
Spez. Gewicht der Lésung || | | 
1:2 bei 15°C... . | 1,0752 | 1,0915 | 1,1162 | 1,1152 
Trockensubstanz .. . . || 54,46%/, 65,49 ° | 81,39 9, | 80,88 %, 
Wate ies 5 | 45,54°/, | 34,51 °/,| 18,61 %/, | 19,12 %/, 
Invertzucker ...... | 0 | 42,36 °/,| 71,30 °%/, | 738,54 %/, 
Saccharose ...:. .. . || 54,46%/, | 21,43 °%,| 7,35 °%, 3,61 %, 
Gesamte Zuckermenge . . || 54,46°/, | 63,79 °/,| 78,65 °/, | 77,15 %/, 
Nichtzucker ....../ 0 2,70 %/,| 274%, | 3,53 % 
Me. Se ey ekc% oe 0,038%/,/ 0,057% | 0,0649/, 
Saure, bez. auf Ameisen- i 
MOE go 8 ibis r. 38 0,028°/,| 0,051, | 0,051, 
Albuminate nach Lund, | 
durch Phosphor-Wolfram- | | 
siure gefallt ..... Ree. Spuren | 0,1 ccm 0,3 cem 
Polarisation ) vor . . .°. | _ +3,18° | —0,65° —1,02° 
der 10proz. > nach der In- | | 
Lésung version i. = —1,95° | —1,93° —2,07° 
De cs ee eS, Fie oor 0 0 
BN ack ee ! 0 | 2,5cem | 10,5 cem 15,0 cem 
No cS ek | 0 [vorhanden vorhanden | vorhanden 





Bei der Betrachtung der in den Tabellen angefiihrten Daten 
kann man folgendes bemerken. 


Wasser. 


Der von den Bienen in die Waben abgelegte Zuckersirup hatte im 
Laufe eines 48stiindigen Verweilens im Stock im ersten Falle 7,05%, im 
zweiten Falle 11,03% Wasser verloren. Von der gesamten Menge (25 Pfund) 
des verfiitterten Zuckersirups sind im ersten Falle 705 g, im zweiten 1103 g 
Wasser verdampft; wie aus der Tabelle ersichtlich, geht die Wasserver- 
dampfung desto intensiver vor sich, je verdiinnter das Futter ist. 

Wenn wir die Analysenresultate der Honigproben Nr. 2 und Nr. 2a 
betrachten, die von den Bienen aus ,,Honig‘‘ Nr. 1 und Nr. la erzeugt 





1) Die Methodik der Honiguntersuchung ist von mir ausfiihrlich 
behandelt worden im Bd. IV, 8. 1—137 der Arb. a. d. Landwirtschaftlich- 
bakteriolog. Laborator. d. Ackerbauminister. in Petersburg: Sarin, E., 
Der Honig und die Methoden seiner Untersuchung (russ.). 
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sind, so fallt der Umstand auf, daB die Bienen die beiden Honigproben 
gleichzeitig (nach 13 Tagen) zu verschlieBen begannen, wobei der Wasser- 
gehalt in beiden Fallen fast der gleiche war (17,32 und 18,61%), ungeachtet 
des verschiedenen urspriinglichen Wassergehalts (32,08% in Probe Nr. 1 
und 45,54% in Probe Nr. 1a). 

Bei den Proben Nr. 2 und Nr. 2a dagegen finden wir nicht mehr die 
Verhaltnisse zwischen der Konzentration des Futters und der Menge des 
verdampften Wassers, die sich in den Proben Nr. 1 und Nr. la bemerken 
lieBen. Der VerdickungsprozeB des Honigs hingt scheinbar mit anderen 
bei der Reifung des Honigs stattfindenden Prozessen zusammen, und im 
Zusammenhang mit den letzteren reguliert die Biene die Wasserverdampfung. 

In den von den Bienen aus zugedecktem reifen Honig erzeugten Proben 
Nr. 3 und Nr. 3a hat die Wassermenge nicht mehr abgenommen, im Gegen- 
teil sich sogar ein wenig vergréBert. Dieser Umstand konnte vielleicht 
dadurch erklirt werden, daB um die Zeit dieser Versuche die Bienen zur 
Honigbereitung nicht nur das ihnen vorgesetzte Futter benutzten, sondern 
auch schon Bliiten besuchen konnten. 


Zucker. 


Wie bekannt geht bei der Bildung und Reifung des Honigs 
der Rohrzucker unter dem Einflu8 der Invertase in Invertzucker 
iiber. 

Die im reifen Naturhonig enthaltene Rohrzuckermenge iiber- 
steigt gewohnlich nicht 3—4%. 

Wie aus den Tabellen ersichtlich, hat sich bei unseren Ver- 
suchen im Laufe von 2 Tagen in Honig Nr. 1 43,11%, in Honig 
Nr. la 42,36°% Invertzucker gebildet. Wir sehen also, da8 in 
beiden Proben fast die gleichen Mengen Invertzucker vorhanden 
sind, ungeachtet dessen, daB in bezug auf den quantitativen Ge- 
halt an Rohrzucker und Wasser die betreffenden Sirupe sich unter- 
einander betrichtlich unterschieden. 

Wiahrend im Honig Nr. 1 sich im Laufe von 2 Tagen 43,11% 
Invertzucker gebildet haben, hat die Menge dieses Zuckers im 
Honig Nr. 2 im Laufe von weiteren 13 Tagen nur um 26,49% zu- 
genommen. Ungefihr dieselbe Erscheinung bemerken wir auch 
beim Honig Nr. 2a. 

Diese Daten lassen also den SchluB zu, daB8 die Inversion 
des Rohrzuckers im Stock zuerst verhiltnismaBig schnell verliuft, 
daB jedoch spiter, nach MaSgabe der Bildung des Invertzuckers, 
der ProzeB allmahlich verlangsamt wird. 

Obgleich die Proben Nr. 2 und Nr. 2a bei Beginn des Ver- 
schlusses der Waben, also in reifem Zustande, aus dem Stocke ge- 
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nommen wurden, enthalten sie doch noch betrachtliche Mengen 
an Rohrzucker (9,53° und 7,35%). Jedenfalls enthalt der reife 
Naturhonig nicht solche groBen Mengen davon. In den Proben 
Nr. 3 und Nr. 3a liegt dagegen der Gehalt an Rohrzucker in den 
Grenzen der im reifen Naturhonig vorkommenden Mengen. 


Nichtzucker. 


Unter dem Ausdruck Nichtzucker versteht man, wie bekannt, 
in der Honiganalyse die Differenz zwischen der Gesamtzucker- 
menge und der Menge des Trockenriickstandes. 

Nach den jetzigen Anschauungen wird der Rohrzucker bei 
der Bildung und Reifung des Honigs aufer der Inversion keinem 
anderen Prozesse, weder im Organismus der Biene, noch im Stocke, 
unterworfen. 

Wenn es wirklich so wire, so miiBte die Gesamtmenge des im 
Honig gefundenen Zuckers der Menge des Trockenriickstandes 
entsprechen, da bei unseren Versuchen die Bienen ausschlieBlich 
Rohrzucker erhielten. Wir bemerken jedoch, daB die Differenz 
zwischen der Gesamtzuckermenge und der Menge des Trocken- 
riickstandes zwischen 2,70—3,81% schwankt. Folglich bildet sich 
auch im Zuckerhonig, ebenso wie im Naturhonig, eine gewisse 
Menge Nichtzucker. 

Die im Naturhonig enthaltene Menge Nichtzucker schwankt 
zwischen 3—10%, je nach der Pflanzenart, aus denen Bliiten die 
Bienen den Nektar sammeln. Bisher hielt man allen im Honig 
vorkommenden Nichtzucker (dextrinartige Stoffe) fiir Produkte 
pflanzlicher Herkunft, welche die Bienen zusammen mit dem Nektar 
aus den Bliiten sammeln und in unverandertem Zustande in die 
Waben ablegen. Die Resultate unserer Versuche zeigen jedoch, 
da8 im Honig auBer dextrinartigen K6rpern pflanzlichen Ursprungs 
auch solche vorkommen, die vom Organismus der Biene mit Hilfe 
eines Fermentes gebildet werden. 

Aus dem Angefiihrten ist es erlaubt den SchluB zu ziehen, daB 
im Honigmagen der Biene und im Stock wahrend der Reifung des 
Honigs in Hinsicht auf den Zucker zwei entgegengesetzte Prozesse 
vor sich gehen: einerseits die Umwandlung des Rohrzuckers in 
Invertzucker, andererseits die Bildung dextrinartiger Stoffe, welche 
Fehlingsche Lésung nicht reduzieren. 
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Asche. 


Die Aschenmenge in den erhaltenen Proben des Zucker- 
honigs schwankt zwischen 0,043—0,073%. Die Anwesenheit 
mineralischer Stoffe erklart sich in diesem Fall aus dem Umstande, 
daB auch Rohrzucker einen kleinen Aschengehalt aufweist. 


Saure. 


In allen Proben des erhaltenen Honigs wurde eine geringe 
Sauremenge gefunden, die bei jeder Hindurchfithrung des Honigs 
durch den Organismus der Biene sich um ein weniges vermehrte. 
Dabei verliuft die Erhéhung der Aciditaét, ahnlich der Bildung 
des Invertzuckers und der Verdampfung des Wassers, zuerst recht 
schnell, wird aber dann, im Zusammenhange mit der Bildung 
einer gewissen Sauremenge, wieder langsamer und hért schlieBlich 
ganz auf. 

Sehr charakteristisch ist auch der Umstand, daB bei An- 
siuerung des zur Verfiitterung bestimmten Sirups mit 0,1°% und 
selbst mit 0,3°/, Zitronensiure, eine merkliche Bildung neuer 
Saéuremengen im erhaltenen Honig nicht festzustellen war, wie 
das aus den weiteren Versuchen zu ersehen sein wird. Es scheint, 
daB bei einer Aciditat des Sirups oder Honigs von etwa 0,1% der 
ProzeB der Saurebildung aufhért. In der Tat finden wir auch, 
daB die im Naturhonig befindliche Aciditat gewéhnlich zwischen 
0,08—0,12% betrigt. 

Fast bis zur jiingsten Zeit nahm man an, daB die Ameisen- 
siure als die bestandig im Honig vorkommende und vorherr- 
schende Saure anzusehen sei, und daher ist es auch bis jetzt noch 
tublich den Sauregehalt des Honigs auf Ameisensiure zu berechnen. 
Doch haben Farnsteiner'), Finke?) u. a. bewiesen, daB diese An- 
sicht nicht der Wirklichkeit entspricht, und daB die Ameisensdure 
nur in 4uferst geringer Menge im Honig erhalten ist, in den 
meisten Fallen jedoch ginzlich fehlt. 

Nach den vorhandenen Literaturangaben kénnen im Honig 
folgende Sauren enthalten sein: Apfel-, Milch-, Wein-, Oxal-, Zi- 
tronen- und Ameisensiure. Jedoch nicht ein jeder Honig enthilt 
alle diese Séuren. Es scheint, sie werden von den Bienen gleich- 


1) Farnsteiner, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 15, 
598. 1908. 
2) Finke, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 23, 255. 1912. 
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zeitig mit dem Nektar eingesammelt, und daher hingt sowohl die 
Anwesenheit als auch die Menge dieser oder jener Siure von der 
Pflanzenart ab, von deren Bliiten die Bienen den Honig sammeln. 

Aller Wahrscheinlichkeit nach erzeugt die Biene desto weniger 
Saure, je mehr davon im Nektar enthalten ist. Doch ist es auch 
nicht ausgeschlossen, daB neben dem ProzeB der Siurebildung, 
im Honig auch eine gewisse Verminderung des Sauregrades statt- 
findet, hervorgerufen durch den Zerfall der zweibasischen Siuren 
in einbasische und in Wasser, wie das bei der Garung und Bildung 
des Weines vor sich geht. Es mu8 bemerkt werden, daB die Frage 
nach der Aciditaéit des Honigs noch weiterer Bearbeitung bedarf. 


Eiwei8stoffe. 


Wie aus den Tabellen ersichtlich, finden sich im Honig Nr. | 
keine EiweiSstoffe, im Honig Nr. 2 nur Spuren. Obgleich bei der 
wiederholten Hindurchfiihrung des Honigs durch den Organismus 
der Biene diese Stoffe nicht nur erscheinen, sondern auch deren 
Menge sich allmahlich vermehrt, so kann man doch nicht mit 
Bestimmtheit sagen, daB sie tatsichlich spezifische Produkte der 
Biene sind, da es in diesem Falle nicht ganzlich ausgeschlossen er- 
scheint, daB die Bienen bei der Erzeugung dieses Honigs nicht auch 
Bliitenstaub benutzen konnten. 


Fermente, 


Nach den vorhandenen Literaturangaben sind im Honig 
folgende Fermente enthalten. Invertase, Diastase, Katalase und 
ein proteolytisches Ferment. Ob die Fermente im Organismus der 
Biene gebildet werden, oder ob die Biene sie zusammen mit dem 
Nektar aus den Pflanzen sammelt — ist nicht genau bekannt. — 
Langer’) kommt auf Grund serologischer Untersuchungen zum 
SchluB, daB die Fermente des Honigs als spezifische Produkte des 
Honigs anzusehen sind. 

Kiistenmacher?) dagegen sagt, die Fermente wiirden von 
den Pflanzen im Spermatoplasma des Bliitenstaubes gebildet und 
kaimen aus diesem in den Honig. 

Da bei unserer Versuchen die Bienen ausschlieBlich Rohr- 
zucker erhielten, der bekanntlich gar keine Fermente enthilt, so 


1) Langer, Arch. f. Hyg. 71, 308. 1909. 
2) Kistenmacher, diese Zeitschr. 30, 248. 1910. 
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wird durch die Feststellung der Anwesenheit der Fermente im 
erhaltenen Zuckerhonig auch die Frage nach ihrer Herkunft 
gelést. 

Invertase. Der Umstand, da8 sich aus dem den Bienen 
verfiitterten Rohrzucker Invertzucker gebildet hat, beweist die 
Anwesenheit von Invertase im erhaltenen Honig und deren tieri- 
schen Ursprung. 

Katalase. In allen erhaltenen Proben des Zuckerhonigs 
fehlte Katalase. 

Folglich wird dieses Ferment vom Organismus der Biene nicht 
gebildet, und die im Naturhonig enthaltene Katalase entstammt 
dem Nektar. 

Da der nicht iiber 70° C erhitzte Naturhonig Katalase ent- 
halt, so hat der eben angefiihrte Umstand praktische Bedeutung 
bei der Erkennung von Honig, der von den Bienen bei intensiver 
Rohrzuckerfiitterung gebildet wird. 

Diastase. Wie aus den angefiihrten Tabellen ersichtlich, 
wurde in allen von uns untersuchten Honigproben Diastase fest- 
gestellt. 


Dabei vergréBerte sich allmaihlich die Menge dieses Ferments 
bei jedesmaliger Hindurchfiihrung durch den Organismus der 
Biene. Folglich erscheint die im Honig enthaltene Diastase als 
spezifisches Sekret der Arbeitsbiene. 


Die angefiihrten Versuche lésen bei weitem nicht die hier auf- 
gerollten Fragen. Im Gegenteil, bei der aufmerksamen Durchsicht 
der in den Tabellen niedergelegten Daten entsteht eine ganze Reihe 
neuer Fragen, zu deren Beantwortung die Versuche auch ferner- 
hin fortgesetzt werden sollen. 


SchluBfolgerungen. 


1. Bei der Bildung und Reifung des aus Zucker- 
sirup gewonnenen Honigs geht eine Reihe komplizier- 
ter biochemischer Prozesse vor sich. 

2. Neben der Spaltung des Rohrzuckers bildet sich 
eine gewisse Menge die Fehlingsche Lésung nicht redu- 
zierender dextrinartiger Stoffe, die als Produkte einer 
reversiblen Tatigkeit der Invertase bzw. Diastase an- 


Bicchemische Zeitschrift Band 120. 17 
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zusehen sind. Folglich ist im Naturhonig, auBer dem 
Nichtzucker pflanzlichen Ursprunges, auch solcher er- 
halten, der vom Organismus der Biene mit Hilfe des 


Fermentes erzeugt wird. 

3. Die Fermente Invertase und Diastase erscheinen 
als spezifische Produkte der Arbeitsbiene, wihrend die 
Katalase, die nur im Naturhonig, dagegen nicht im 
Zuckerhonig vorkommt, als ein Produkt pflanzlicher 
Herkunft anzusehen ist. 





Einflu8 organischer Siuren auf die Bildung und Reifung 
des Zuckerhonigs. 


Von 
E. Sarin (Riga). 


(Eingegangen am 12. Mai 1921.) 


In Jahren, wo der Honigertrag ein so geringer ist, daB die 
Bienen nicht mal imstande sind, den fiir den Winter nétigen Vor- 
rat einzutragen, sind die Bienenziichter gezwungen, um ihre 
Bienen vom Hungertode zu retten, dieselben mit Zucker zu fiittern. 

Zu dem als Nahrung fiir die Bienen bestimmten Zuckersirup 
pflegen die Bienenziichter irgendeine Saure hinzuzufiigen, in der 
Meinung, da der Zucker sonst von den Bienen nicht assimiliert 
werde, und daB auBerdem die Siure den InversionsprozeB des 
Rohrzuckers, d. h. seine Umwandlung in die im Honig enthaltene 
Zuckerart, férdere. 


Um dieser Frage, inwiefern der Zusatz einer Siure zum Zucker- 
sirup erforderlich ist, naherzutreten, habe ich im Frihjahr und 
Herbst des Jahres 1916, als keine Tracht vorhanden war, folgende 
Versuche angestellt. 


Versuch 1: Zuckersirup mit 0,1% Citronensiure. 2 Vélker mitt- 
lerer Starke erhielten Zuckersirup ohne Saéurezusatz und 2 andere den- 
selben Sirup, doch mit einem Zusatz von 0,1% Citronensiure, jedes Volk 
je 25 Pfund. Der von den Bienen erzeugte Honig wurde erst dann aus 
dem Stock entfernt, als die Bienen schon an den Verschlu8 der Waben 
schritten. 

Die bei der Untersuchung erhaltenen Resultate sind in den Tabellen I 
und II zusammengestellt. 


Beim Vergleich der in den Tabellen I und II angefiihr- 
ten Daten sehen wir, daB in der chemischen Zusammensetzung 
des Honigs, der von den Bienen aus dem reinen Zuckersirup 
erzeugt wurde, und des aus dem mit 0,1°% Citronensiure ver- 
setzten Sirups kein merklicher Unterschied besteht. 


Also kann in diesem Falle keine Rede davon sein, daB die Saéure irgend- 
einen niitzlichen Einflu8 auf den InversionsprozeB des Rohrzuckers und 
auf die Reifung des Honigs im allgemeinen ausiibt. Im Gegenteil, die gréBere 


1? 
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Tabelle I. 
% REE, CA A BAM ey IIS engtET Ss gan 
ng fis seas | ec Els seas 
eeesigdtec| feat (2 ibes 
Bestandteile Re i. wats me 25 watse 
B2bule saig | Fe Su |e sasg 
asPrn meee. nara alee. 
lk el er Lae 
Spez. Gewicht der Liésung 
1:2 bei 16°C . . . . i 1,0755 1,1185 1,0765 1,1158 
Trockensubstanz .. . . || 55,32, | 83,01°/, | 55,119, | 81,27, 
WOM ge Sg ee 44.68°/, 16,99°/, 44,89°/, 18,73°/, 
Invertzucker ...... 0 76,88°/, 0 72,00°/, 
I i ys ow 55,32°/, 2,59%/, | 55,11%, 4,56°/, 
Gesamte Zuckermenge . . || 55,32°/, | 79,47°/, | 55,11°/, | 76,56°/, 
Se ee 0 3,54°/, 0 4,71°/, 
Mn ge eb as —_— 0,105°/, —_ 0,112°/, 
Saure, berechn. auf Ameisen- 
NE iia lnk Ww 0 0,086°/, | 0,083/,| 0,126%/, 
“Women | vord. Inversion —2,07° — —1,58° 
Lésung) nachd. ,, —_ — 2,56 _ — 2,55 
IE a bi toee pin id 0 0 0 0 
RN Sh oe Gas ast ° | 0 20,0 cem 0 8,0 ccm 
a eae a ae | 0 vorhanden 0 vorhanden 











*) Um Resultate zu erhalten, die mit denen der Honiganalyse ver- 
gleichbar waren, habe ich in diesem Falle den Sauregehalt auf Ameisensiure 
berechnet, wie er im Honig berechnet zu werden pflegt; in Wirklichkeit 
jedoch war zum Zuckersirup Citronensdure hinzugefiigt worden. 


Menge Rohrzucker und der geringere Gehalt an Diastase in den aus an- 
gesiiuertem Sirup erhaltenen Honigproben deuten sogar auf einige schid- 
liche Seiten des Saéurezusatzes hin. 

Der Umstand, daB die aus neutralem Zuckersirup erhaltenen Honig- 
proben Nr. 4 und Nr. 6 den normalen Saéuregehalt zeigen, deutet daraufhin, 
daB die Bienen selbst je nach Bedarf die fiir sie nétige Sauremenge bilden, 
folglich auch keiner fremden Saéuren bediirfen. 

Wiahrenddessen hat sich in den aus angesiuertem Sirup erhaltenen 
Honigproben Nr. 5 und Nr. 7 die Saéuremenge fast gar nicht vermehrt; 
die in diesen Proben beobachtete Erhéhung des Sauregrades ist dadurch 
hervorgerufen, daB aus dem Honig eine betrichtliche Wassermenge ver- 
dampft ist. Folglich findet in diesem Falle hauptsichlich eine relative, 
jedoch nicht eine wirkliche Erhéhung des Sauregehaltes statt. Es scheint, 
daB die Biene sich bei der Erzeugung der einen oder anderen Séuremenge 
nach der Reaktion des Sirups oder Honigs richtet. 

Beim Vergleiche der Untersuchungsresultate der eben betrachteten 
Tabellen mit den in meiner vorhergehenden Arbeit?) angefiihrten Tabellen I 


1) Sarin, Beitrige zur Chemie der Bildung und Reifung des Bienen- 
honigs. Diese Zeitschr. 120, 8. 250. 1921. 
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Tabelle II. 








Bestandteile 


Ver’iittert 
am 9. Juni 1916. 


Sirup Nr. 6 
(ohne Saure). 


Honig Nr. 6. 
Von den Bienen ans 





Sirup Nr. 6 (mit 
0,1% Citronens&ure). 


Sirup Nr. 5 erzeugt. 

| Herausgenommen 

am 28. Juni 1916. 
Verfiittert 





Honig Nr. 7. 
Von den Bienen aus 


Sirup Nr. 6 erzeugt. 
Herausgenommen 
am 28. Juni 1916 





' 
| 
| 
| 
fr 
| 





Spez. Gewicht der Lisung 
bei 15° (1: 2) 

Trockensubstanz 

Wasser 

Invertzucker 

Ronrancke® .. 6. 5 5s 


} 
| 1,1002 
| 71,07°/, 
| 28,93°/, 
i 0 i 


| 71,07, 


| 
| 


| 70,35°/, 
| 29,65°/, 
0 


| 70,35%/, 


am 9. Juni 1916. 


Gesamte Zuckermenge . . | 71,07°/, 
Nichtzucker | 0 
Asche 
Saure, berechn. auf Ameisen- 
sdure 


"Wc | 


| 70,35°/, 
0 





0,083°/, 


—1,25° 
—2,23° 


0,078°/, | 


vor d. Inversion | 
nachd. ,, | 
1 


(10°/,ige 

Lésung) 
Katalase 
Diastase 
Invertase 
und II (Honig Nr. 3 und 3a) sehen wir, daB ein merklicher Unterschied 
zwischen ihnen nicht besteht, ungeachtet dessen, daB die beiden ersten 
Proben 3 mal durch den Honigmagen der Biene hindurchgefiihrt wurden. 

Versuch 2: Zuckersirup mit 0,3% Citronensiure wie auch 0,3% Salicyl- 
siure. Um weiterhin den Einflu8 der sauren Reaktion des Sirups auf die 
Zusammensetzung des Honigs zu studieren, wurde die Menge der dem Sirup 
zugesetzten Saiure verdreifacht. Zu diesem Zwecke erhielten am 23. VIII. 
1916 2 Vélker je 25 Pfund mit 0,3% Citronensiure versetzten Zuckersirup, 
2 andere dieselbe Menge Sirup, jedoch mit 0,3% Salicylsiure; den 31. VIII. 
erhielten sodann 2 Vélker je 25 Pfund Sirup ohne Saurezusatz. 

In jeden der Versuchsstécke wurden 2 Rahmchen mit leeren Waben 
hineingestellt, wobei es beabsichtigt war, das eine Rahmchen nach 3 Tagen, 
gerechnet vom Augenblick der Vorsetzung des Futters, herauszunehmen, 
das zweite dagegen bis zur Reife des Honigs im Stocke zu belassen, d. h. 
so lange, bis die Bienen zum Verschlu8 der Waben schreiten wiirden. Da 
aber das Wetter im Versuchsjahr auBerst ungiinstig war, so begannen die 
Bienen den in die Waben abgelegten Honig bald selbst zu verbrauchen, 
und es gelang nicht, reifen Honig zu erhalten; nach 8 Tagen, gerechnet von 
der Vorsetzung des Futters, war nur in einem der Stécke (Sirup Nr. 8) 
noch ein geringer Teil Honig zuriickgeblieben. 

Das eine von den beiden Vélkern dagegen, welches den 50 proz. Zucker- 
sirup ohne Saurezusatz erhalten hatte, hatte ihn innerhalb des ganzen 
Stockes verteilt, so daB es schon nach 3 Tagen nicht mehr méglich war, 
eine zur Analyse geniigende Menge Honig zu sammeln. 


0 | 


| 
| vorhanden 


0 
20,0 ccm | 
vorhanden | 
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Die mit Citronensiure angesiuerte Nahrung nahmen die Bienen gern 
an, wabrend sie den mit Salicylsiure versetzten Sirup verschmihten; 
dieser konnte nach 4 Tagen in urspriinglichem Zustande aus dem Stock 
genommen werden. 

Die Untersuchungsresultate der erhaltenen Honigproben sind in den 
Tabellen III und IV dargestellt. 


Tabelle III. 


























|. elzeee. eLiveslaieee 
vee EEGs Ses (SSaaltee ee 
jess lezs°Ss FSaiwseosesegs 
Bestandteile lose pe TEs peepee esi Gace? 
|25<jgeeg< 2i<ieenz<|Sen 9< 
[GPa RSeEd GPR Re eER ie see 
| §| Samg| 8| amg) somg 
Spez. Gewicht der — | 
1:2 bei 15° C . . . .j 1,0703 1,0810 | 1,0844) 1,0966 | 1,1014 
Trockensubstanz . . . ./50,97°/, 58,64°/, (60,74°/,| 68,85°/, | 71,97°/, 
WR i ee eet 19,03%/0 41,36°/, |39, mg "9 a sto 28,03°/, 
Inyerteticker .... ... 5,23°/, 367, | 7,89°)/, 
ET ae 50 a °/,, 53,13°/, 180, A oy Py '339/, 63,54°/, 
Gesamte Zuckermenge . . '50 97°/,, 58,36°/, 60,749, 68,69%/, 71,43°/, 
Nichtyucker ...... 0 | 0,28%/, 0 0,16%/, | 0,54°/, 
Saure, berechn. auf Ameisen- 
Oe 6s 4 84 ti0's 0,202°/,| 0,221°/, |0,210%/,| 0,212%/,; 0,212%/, 
“dopo rr d.Inversion|}| — + 7,02° _ +8,1 4° + 8,25° 
Lésung) nachd. _,, —2,31 — —2,80 —3,12 
aaah ae eetatagiy f 0 0 0 0 0 
Ne. 5 EOE STS i O 0 0 0 0 
Paver 65 als catia | 0 2 0 2 ? 














Die in der Tabelle III angefiihrten Daten zeigen, da8 
zwischen der Zusammensetzung des 0,3°% Citronensaure enthal- 
tenden Sirups und des von den Bienen aus ihm erzeugten Honigs 
kein merklicher Unterschied besteht. 

Bei genauerer Betrachtung der Honiganalysen Nr. 8, 9 und 
9a sehen wir, daB die Wasserverdampfung in denselben Grenzen 
vor sich ging wie in den friiheren Versuchen. Invertzucker hat 
sich in sehr geringer Menge gebildet: Probe Nr. 8 enthalt 5,23% 
und Nr. 9 7,36%. 

Ob diese Mengen Invertzucker sich unter dem Einflu8 von 
Invertase oder unter dem der zugesetzten Saure gebildet haben, 
ist eine offene Frage. Aller Wahrscheinlichkeit nach ist das 
letztere der Fall. 

Charakteristisch ist auch der Umstand, daB die Menge des 
Invertzuckers in diesem Falle nicht wesentlich anwachst, auch 
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Tabelle IV. 








Honig Nr. 10. 
, Sa Von den Bienen aus 
Bestandteile yoo ure) | Sirup Nr. 9 erzeugt. 
erfittert Herausgenommen 


am 31. August 1916. | am 8. Septemb. 1916. 


Sirup Nr. 9. 


| 

Spez. Gewicht d. Lésung 1:2 bei 15°C | 1,9982 1,1064 
Trockensubstanz 69,87°/, 75,63°/, 
Wasser 30,13°/, 24,37°/, 
Invertzucker i 0 24,48°/, 
Saccharose 69,87°/, 47,57°/, 
Gesamte Zuckermenge | 69,87°/, 72,05°/, 
Nichtzucker 0 3,58°/, 
Saure, berechnet auf Ameisensiure . | 0,012°/ 

Polarisation | pe der Inversion | 
(10°/,ige Lésung) f nach ,, 
Katalase 
Diastase 
Invertase | vorhanden 





dann nicht, wenn der Honig langere Zeit im Stocke verbleibt. 
So finden wir in Probe Nr. 9a, die 8 Tage im Stocke verweilt hat, 
einen nur um 0,53°% héheren Gehalt an Invertzucker als in Probe 
Nr. 9, die nur 3 Tage im Stock geblieben ist. 

Weiterhin fehlt in diesen Proben vollstandig die Diastase, ein 
Anwachsen der Saure ist nicht bemerkbar, und die gefundene 
Menge an Nichtzucker liegt innerhalb der Analysenfehler. 

Wahrenddessen findet sich, wie aus der Tabelle IV ersicht- 
lich, in dem von den Bienen aus neutralem Sirup erzeugten Honig 
Nr. 10 eine betrachtliche Menge Invertzucker und Nichtzucker, 
auBerdem Diastase, Invertase und eine geringe Menge Siure. 

Folglich tibt die dem Sirup im Betrage von 0,3 % zugefiigte 
Citronensiure eine hemmende Wirkung nicht nur auf den Inver- 
sionsproze§ aus, sondern auch auf die iibrigen Vorginge, welche 
wie im Honigmagen der Arbeitsbiene, so auch im Stocke waihrend 
der Reifung des Honigs vor sich gehen. 

Die von mir erhaltenen Daten widersprechen der unter den 
Bienenziichtern herrschenden Ansicht von der Notwendigkeit 
eines Séurezusatzes zum Zuckersirup. 

In den meisten Werken iiber Bienenzucht findet man die 
Angabe, man miisse zum Sirup, der zur Verfiitterung an die 
Bienen bestimmt sei, irgendeine Saure hinzufiigen; dabei raten 
einige Verfasser zur Benutzung so groBer Sauremengen, die zweifel- 
los einen schidlichen Einflu8 auf den BildungsprozeB des Honigs 
ausiiben miissen. 








264 ~ E. Sarin: EinfluB organischer Siuren auf die Bildung usw. 


Solche Nahrung mu8 auBerdem auch einen schadlichen Ein- 
fluB auf die Biene ausiiben, wobei Bienen, die eine solche Nahrung 
wihrend der Winterruhe erhalten haben, zugrunde gehen, oder 
im Frihjahr vom Durchfall und anderen Krankheiten erheblich 
geschwicht sind. Damit erklaren sich auch teilweise die MiBerfolge, 
die bei Zuckerfiitterung zu verzeichnen sind‘). 

Es versteht sich von selbst, daB es grundlos wire zu behaupten, 
daB eine jede, wenn auch kleinste Siuremenge einen schadlichen 
Einflu8 auf die Bildung und Reifung des Honigs ausiiben wiirde, 
um so mehr, als sowohl der Nektar wie auch der Honig eine 
schwachsaure Reaktion aufweisen. Doch zeigen die Resultate 
meiner Versuche, daB bei Verfiitterung von neutralem Zucker- 
sirup die fermentativen Prozesse vdéllig glatt verlaufen, wihrend 
ein Uberschu8 an Saure unbedingt schidlich wirkt. 

Jedenfalls kann man das eine mit Bestimmtheit behaupten, 
daB man mit dem erwahnten Saurezusatz sehr vorsichtig sein muB ; 
im Falle der Verwendung einer solchen sollte man, meiner Meinung 
nach, auf jede 10 kg Sirup nicht mehr als 10 g Saure (jedoch keine 
Mineralsiure) nehmen. 

Von Interesse ist auch der Umstand, daB die Bienen den mit 
Salicylsiure versetzten Sirup verschmiahten, wahrend sie den 
mit dem gleichen Gehalt an Citronensiure gern annahmen. Be- 
kanntlich fiigen die Bienenziichter sehr oft bei der Erkrankung 
der Bienen an Faulbrut, Nosema Apis usw. Salicylsiure hinzu, 
in der Meinung, da8 diese Siure, wenn sie mit der Nahrung in den 
Organismus der Biene eingefiihrt wird, die pathogenen Bakterien 
téte. Doch ist diese Ansicht schwach begriindet. Die Salicylsiure 
ist wohl giftig, hat jedoch schwache desinfizierende Eigenschaften ; 
sie wird in der angewandten Konzentration wohl kaum irgendeine 
bactericide Wirkung ausiiben kénnen. 

Auf Grund der vorliegenden Resultate mu8B man 
schlieBen, daB die dem Zuckersirup im UberschuB zu- 
gesetzte Saure alle bei der Bildung und Reifung des 
Honigs vor sich gehenden biochemischen Prozesse 
unterdriickt. 

1) Sarin, E., Beitrige zur Inversion des Rohrzuckers mittels Siuren 


(russ.). Arb. a, d. Landw.-bakt. Labor. d. Ackerbauminist. Petersburg 1912, 
8. 11. 





Nachweis und Bestimmung des Morphins und anderer 
Alkaloide in tierischen Ausscheidungen und Organen. 


Von 
Curt Wachtel. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Hingegangen am 13. Mai 1921.) 


Die Frage nach dem Schicksal des Morphins im tierischen 
Organismus ist wiederholt in Angriff genommen worden. Die 
Brauchbarkeit der Ergebnisse hiingt von dem angewandten Ver- 
fahren der Morphinbestimmung ab. Um die Genauigkeit der bisher 
verwendeten Methoden zur quantitativen Bestimmung des 
Morphins in tierischen Organen und Exkreten zu erértern, ist es 
zweckmaBig, zwischen der Isolierung des Morphins aus den orga- 
nischen Fliissigkeiten einerseits und der Bestimmung des isolierten 
Morphins andererseits zu unterscheiden und die diesen beiden 
Zwecken dienenden Verfahren einer getrennten Besprechung zu 
unterziehen. 

Die quantitative Bestimmung des isolierten Morphins hingt 
von der Art der vorangegangenen Isolierung ab. 

Entweder wird das als freie Base isolierte Morphin als solches gewogen 
oder durch Titration der Séiuremenge, die sie zu binden vermag, nach den 
Verfahren von Falieres'), Christensen?), Volhard*) ermittelt. 

Zur 2. Gruppe gehéren die Fiallungsmethoden des Morphins mit 
Pikrolonsiure nach Mattke und Ramstedt*), mit Silicowolframsiure 
nach Bertrand®), mit Jodjodkalium nach Gordin‘), mit Quecksilber- 
jodidjodkalium nach Mayer’), bei denen das Morphin durch Wagung 
des M-haltigen Niederschlages bestimmt wird. Die jodometrische Be- 
stimmung des Morphins mittels des aus Jodsiure ausgeschiedenen Jods 
oder mit Verwendung der Marquisschen Reaktion erwies sich in den Hinden 
verschiedener Forscher als unzuverlassig *, °). 

Alle angefiihrten Methoden geben nur dann zuverlissige Re- 
sultate, wenn man in der morphinhaltigen Lésung alle stérenden 
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Substanzen ausgeschieden hat. Dies ist jedoch bei den bisher 
iiblichen Isolierungsmethoden keineswegs immer der Fall. 

Alle bisher gebrauchten Isolierungsmethoden beruhen auf dem Prinzip, 
das Marquis") und Tauber!) beniitzt haben: Extraktion der M-haltigen 
Organe mit saurem Wasser oder Alkohol, Reinigung des Extraktes durch 
Fallung mit basischem Bleiacetat und Ausschiittelung bei ammoniakalischer 
Reaktion. Alle beschriebenen Modifikationen wie die von Russwurm®), 
van Rijn), Riibsamen"), Gottlieb), Cloetta*’), v. Kauffmann- 
Asser!?) und Kenzo Tamura!*) bestehen entweder in verschiedener 
Wahl von Ausschiittelungsmitteln oder in der Einschaltung besonderer, 
der Reinigung des Morphins dienender Manipulationen. Daneben ist die 
Sorgfalt der einzelnen Forscher oft wesentlich ausschlaggebend fiir die Giite 
der Resultate gewesen. i 

Alle vorgeschlagenen Modifikationen haben jedoch die im 
Prinzip der Ausschiittelungsmethode begriindeten Miangel (groBe 
Volumina, lange Zeitdauer) nicht beseitigen kénnen. Schon ihre 
groBe Zahl ist ein Beweis dafiir. 

Der Hauptmangel der Ausschiittelungsverfahren besteht darin, 
daB die Ausschiittelung keine Gewihr fiir eine vollstandige Isolie- 
rung und Reinheit des Morphins bietet. So besteht bei der Ta uber - 
schen Methode die Méglichkeit, daB Kalziumsalze in die morphin- 
haltige Lésung mit eingehen, aus welcher jene dann mit dem 
NaHCO, als CaCO, ausgefallt werden und bei der Wigung des 
Morphins dessen Gewicht vermehren"™**). Je mehr Reinigungs- 
manipulationen eingeschaltet werden, um so gréBer werden natiir- 
lich die Verluste an Morphin. Die Untersuchungen von v. Kauff- 
mann-Asser aus jiingster Zeit arbeiten unter diesen Umstiinden, 
trotz der groBen Sorgfalt, mit der die Analysen ausgefiihrt worden 
waren, nach den eignen Kontrollanalysen des Verfassers mit einem 
Fehler von 30%. Hiernach darf wohl die Annahme berechtigt 
erscheinen, daB die Angaben alterer Untersucher, wonach dieselben 
mit ihren fehlerhafteren Methoden bessere Analysenresultate ge- 
habt haben wollen, auf unerkannt gebliebenen Fehlerquellen be- 
ruhen. 


Uberdies besteht gegen alle diese Methoden der Einwand, da8 
sie tiberaus umstandlich und zeitraubend sind. Cloetta'®) gibt 
beispielsweise selbst an, daB man nach seiner Methode bei Ubung 
immerhin eine Analyse in i4 Tagen fertig bringen kann. Anderer- 
seits erfordert jede Bestimmung nach Gottlieb-Riibsa men den 
Verbrauch von 2—3 Litern Chloroform. 
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Unter diesen Umetinden ist es kein Wunder, da die mit 
diesen Methoden untersuchten biologischen Fragen von verschie- 
denen Forschern zum Teil ganz verschieden beantwortet worden 
sind. Bevor man an eine erneute Untersuchung iiber das Schicksal 
des Morphins im tierischen Organismus heranging, muBte deshalb 
eine genauere und leichter durchfiihrbare Methode zur Isolierung 
und Bestimmung des Morphins gesucht werden. MaSgebend fiir 
die Richtung, in welcher diese zu suchen war, waren die Gesichts- 
punkte, die sich aus der vorangehenden Ubersicht ergeben, nam- 
lich erstens ein einfacheres Isolierungsverfahren zu finden, welches 
gestattet, die Ausschiittelung zu vermeiden und Fallungsreaktionen 
an ihre Stelle zu setzen, und zweitens das Morphin hinterher durch 
eine charakteristische Reaktion zu bestimmen. Eine Methode, 
welche diese Forderungen erfiillt, wird im experimentellen Teile 
beschrieben werden. 

Eine Anwendung hat die Methode sodann bei der Bestimmung 
des Morphins im Harn und Kot von akut vergifteten und morphin- 
gewohnten Hunden gefunden, woriiber in der vorliegenden Mit- 
teilung berichtet wird. Ferner wird iiber einige weitere Versuche, 
die das Schicksal des Morphins im tierischen Organismus betreffen, 
berichtet werden. 


Von den alteren Bestimmungen der M-Ausscheidung miissen diejenigen 
von Tauber?®) und Faust?!) erwahnt werden, welche mit einer identischen 
Methode ausgefiihrt wurden. Tauber fand z. B. in den Faeces eines Hundes, 
der 1,632 g Morphin im Laufe von 10 Tagen erhalten hatte, 0,572 g wieder. 
Faust hat gefunden, da8 die im Kot von morphingewéhnten Hunden 
ausgeschiedenen Morphinmengen bei fortschreitender Gewéhnung immer 
geringer werden und schlieBt daraus, daB der Organismus bei fortgesetzter 
Einverleibung von M immer mehr die Fahigkeit erlangt, das M zu zerstéren. 


Spatere Forscher fanden jedoch, daB das Alkaloid im Harn 
in gréBeren Mengen ausgeschieden wird. v. Kauffmann-Asser 
fand, daB Kaninchen und Hunde subcutan injiziertes Morphin im 
Harn in wechselnden Mengen, jedoch friihestens vom 2. oder 
3. Tage nach der ersten Injektion an ausscheiden. Die wieder- 
gefundenen Mengen betrugen 1,5—30% der einverleibten. Bei einem 
morphingewéhnten Kaninchen stiegen die im Harn wiederge- 
fundenen M-Mengen zunichst stark an, 5—39% der in den dem 
Versuch vorhergehenden 48 Stunden injizierten Morhpinmenge, und 
fielen dann wieder auf etwa 10— 13°, wahrend einer langeren Periode. 
Die Gesamtmenge des im Harn ausgeschiedenen Morphins soll nach 
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v. Kauffmann-Asser 15—20% betragen. In den Faeces fand 
dieser Forscher nur sehr geringe Mengen Morphin wieder (10 mg 
in den Faeces von 24 Stunden nach 19tagiger Gewéhnung). 

Kenzo Tamura") fand bei Hunden von einer einmal inji- 
zierten Dosis von 0,2 g */;—1/, derselben im Kot, im Harn nur 
Spuren wieder. Bei gewéhnten Hunden nimmt der Morphingehalt 
des Kotes im Verlauf der Gewéhnung ab, dafiir steigt jedoch der- 
jenige des Harns, so daB die Gesamtausscheidung wahrend der 
ganzen Dauer der Gewéhnung etwa gleichbleibt. SchlieBlich fand 
Tamura auch bei akuter Vergiftung bei geniigend groBer Dosis 
(0,8 g) etwa 5% derselben im Harn wieder. 

Die Ergebnisse von v. Kauffmann-Asser und Kenzo 
Tamura stehen im Gegensatz zu denen von Faust, zum Teil 
auch untereinander. So hat v. Kauffmann-Asser die Morphin- 
ausscheidung im Harn beim Dauerversuch am Hunde nicht beob- 
achtet. Uberdies sind die Untersuchungen von Kenzo Tamura 
in der Weise angestellt, daB meist Kot und Harn mehrerer Tage 
gemeinsam analysiert wurden, so daB ein ganz klares Bild der Aus- 
scheidungskurve nicht vorliegt. SchlieBlich sind gegen die Me- 
thode Kenzo Tamura, und v. Kauffmann-Asser dieselben 
Einwainde zu erheben, wie gegen alle Ausschiittelungsverfahren. 

Morphingewohnte Hunde standen mir im Institut gelegent- 
lich anderer Untersuchungen zur Verfiigung, so daB die Bestim- 
mungen itiber die Ausscheidung an denselben zuerst zur Einiibung 
und Priifung der neuen Methodik benutzt wurden. 


I. 

Die Versuche, zu einer einfacheren und kiirzeren Methodik zu 
gelangen, gingen von der Absicht aus, die Entstehung von Oxy- 
dimorphin durch Einwirkung von Kaliumferricyanid bei alkali- 

_ Scher Reaktion, welche nach folgender Gleichung vor sich geht: 

| 2C,,H,,NO, + 2 KOH + 2 K,FeCy, = (C,,H,,NO,) + 2 H,O + 2K,FeCy, 
fiir die quantitative Bestimmung des Morphins zu verwenden, 
zumal da diese Reaktion noch mit sehr kleinen Mengen von Mor- 
phin angestellt werden kann. 

Wiinschenswert erschien eine Methode, welche gestattet, das 
Morphin durch eine Fallungsreaktion aus dem Harn zu isolieren. 

Durch Fallung mit basischen Bleiacetat kann man normalen 
Harn von Hunden, Kaninchen und Menschen soweit reinigen, daB 





i 
i 
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er mit Tannin keinen Niederschlag mehr gibt und etwa vorhandenes 
Morphin demnach durch Fallung mit Gerbsaure isoliert werden 
kénnte. Jedoch bereitete die Zersetzung des gerbsauren Morphins 
erhebliche Schwierigkeiten, so daB fernerhin Versuche mit der zum 
Alkaloidnachweis gebrauchlichen Phosphorwolframsaure unter- 
nommen wurden, welche unter Zusatz von konzentrierter Salz- 
siure dargestellt wird. -Diese Versuche fiihrten deswegen zu kei- 
nem Ziel, weil diese Phosphorwolframsiure soviel verschiedene 
Stoffe aus dem Harn niederschlagt, daB es nicht méglich war, eine 
Reinigung des Harns vorzunehmen, nach welcher das Morphin als 
einziger mit der Phosphorwolframsiure ausfallender Stoff zuriick- 
blieb. 

Es lag nun nahe, so vorzugehen, da8 man die Empfindlichkeit 
der Phosphorwolframsiure fiir andere Substanzen in der Weise 
herabsetzte, daB man den Salzsiurezusatz zu derselben vermied. 
Auf diese Weise konnte eine Methode ausgearbeitet werden, welche 
auf folgendem Prinzip beruht. 


Prinzip. 
Der Harn wird mit Schwefelsiure eben angesiuert und mit 


basischem Bleiacetat gefallt, das Filtrat mit Schwefelwasserstoff 
entbleit und darauf bei schwachsaurer Reaktion mit einer salz- 
sdurefreien Phosphorwolframsaure das Morphin ausgefallt. Dieser 
Niederschlag von phosphorwolframsaurem Morphium wird ge- 
waschen, in verdiinnter Natronlauge gelést und mit Seignettesalz 
zersetzt, wobei Wolframoxyde ausfallen. In dieser Lésung, welche 
auBer phosphorsaurem Morphin nur noch Seignettesalz und wein- 
saures Natron enthilt, konnte das Morphin mit Ferricyankalium 
zu Oxydimorphin oxydiert werden. Durch jodometrische Be- 
stimmung des zur Oxydation verbrauchten Ferricyankaliums wird 
die Menge des vorhandenen Morphins ermittelt. 

Die einzelnen Phasen dieser Methode erfordern die Inne- 
haltung einer Reihe von Bedingungen, welche in der folgenden 
Beschreibung mitgeteilt werden. 


Reinigung des Harns mit basischem Bleiacetat. 

Der ausgeschiedene Harn von Menschen, Hunden oder Kanin- 
chen wird mit Schwefelséure ganz schwach angesiiuert und darauf 
mit kauflichem Bleiessig (Liqu. Plumb. subacet. D. A. B. 5) versetzt. 
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Fiir 100 cem Harn geniigen im allgemeinen je 10 ccm Bleiessig. Der 
Niederschlag wird abfiltriert und mit viel Wasser gewaschen, Fil- 
trat und Waschwasser vereinigt und mit Schwefelwasserstoff ent- 
bleit, von dem abgeschiedenen Schwefelblei abfiltriert und auf ein 
Zehntel des urspriinglichen Volumens eingeengt. Der so gereinigte 
Harn gibt, wenn er kein Morphin enthalt, mit der Phosphor- 
wolframsiure unter den folgenden Bedingungen keinen Nieder- 
schlag mehr. Das eingeengte Filtrat wird mit Natronlauge zu- 
nachst schwach alkalisch gemacht und darauf mit 25 proz. Phos- 
phorsiure schwach angesiuert, zum Sieden erhitzt und wenn nétig 
filtriert. Setzt man nunmehr zu 20 ccm des eingeengten kalten 
Filtrats, welche 200 ccm des urspriinglichen Harns entsprechen, 
2—3 ccm Phosphorwolframsiure, so entsteht keinerlei Nieder- 
schlag, erst nach 16—24 Stunden kann man eine geringe Trii- 
bung beobachten. Es ist also erforderlich, einen Uberschu8 von 
Phosphorsiure oder Mineralsiure zu vermeiden und nicht viel 
mehr Phosphorwolframsiure zu verwenden als zur Fallung des 
vorhandenen Morphins erforderlich ist. Diese Bedingungen lassen 
sich bei einiger Aufmerksamkeit in allen Fallen leicht innehalten. 


Fallung des Morphins mit Phosphorwolframsaure. 


Die verwendete Phosphorwolframsiure wird in der Weise 
dargestellt, daB 50 g wolframsaures Natrium (Kahlbaum) in 
300 ccm 25 proz. Phosphorsaure unter Erwairmen gelést werden*). 
Mit dieser Phosphorwolframsiure gelingt es, das Morphin aus 
wassriger Lésung noch in einer Verdiinnung von | : 10000 als einen 
flockigen filtrierbaren Niederschlag auszufillen. Lést man in 
5 cem des auf ein Zehntel des urspriinglichen Volumens eingeeng- 
ten und entbleiten Harnfiltrats 0,5 mg Morphinum hydrochloricum, 
so entsteht bei Zusatz von 1/, cem Phosphorwolframsiure ein 
Niederschlag, welcher sich bald flockig zu Boden setzt. Auf diese 
Weise ist es also méglich, 0,01 g Morphin in | Liter urspriinglichen 
Harns mit Sicherheit nachzuweisen. 

Hat man auf diese Weise das Morphin ausgefillt, so l46t man 
den Niederschlag absetzen, gieBt die iiberstehende Fliissigkeit ab 
und wischt den Niederschlag durch mehrmaliges AufgieBen von 
destilliertem Wasser und Dekantieren gut aus, wobei man zur 
besseren Ausflockung dem Waschwasser jedesmal einige Tropfen 
Phosphorsaure zufiigen kann. 
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Zersetzung des phosphorwolframsauren Morphins. 


Die Zersetzung des phosphorwolframsauren Morphins kénnte 
in der fiir diese Niederschlige iiblichen Weise durch Verreiben mit 
Bariumhydroxyd geschehen. Fiir den vorliegenden Fall wurde 
von dieser Methode abgegangen, da das Einbringen des Nieder- 
schlages in eine Reibschale und die Entfernung des iiberschiissigen 
Bariums nicht ohne Schwierigkeiten quantitativ ausfiihrbar ist 
und eine Methode, bei welcher man derartige Manipulationen ver- 
meiden kann, entschieden vorgezogen werden muBte. Als zweck- 
maBigstes Verfahren, welches zugleich die giinstigsten Vorbedin- 
gungen fiir die spaitere Titration schafft, ergab sich das folgende. 

Der gewaschene Niederschlag von phosphorwolframsaurem 
Morphin wird in méglichst wenig Wasser aufgeschwemmt und mit 
soviel Natronlauge versetzt, daB er sich eben mit tiefblauer Farbe 
vollstaindig auflést. In diese Lésung wird gepulvertes Seignette- 
salz in Substanz bis zur Sattigung unter Erwairmen eingetragen 
und zum Sieden erhitzt, darauf wird die Lésung, welche durch die 
beginnende Ausscheidung von Wolframoxyden bereits getriibt ist, 
in einen MeBzylinder von passender GréBe iibergefiillt und im 
Thermostaten bei 40° einige Zeit stehengelassen. Nach spitestens 
6 Stunden ist die Zersetzung des phosphorwolframsauren Morphins 
beendet. Man erkennt dies daran, daB die iiber dem als Boden- 
kérper ausgefallenen Wolframoxyd befindliche Lésung auf Schwe- 
felsiurezusatz keinen Niederschlag mehr gibt. 


Titration des Morphins: 


Die Oxydimorphinreaktion **) geht nach folgender Gleichung 


vor sich: 


2C ,,H,,NO, + 2KOH + 2K,FeCy, = (C,,H,,NO,), + 2H,0 + 2K,FeCy, . 
Setzt man zu einer verdiinnten Morphinlésung ein Krystallsplitter- 
chen Ferricyankalium, erwirmt und fiigt vorsichtig verdiinntes 
Ammoniak hinzu, so scheidet sich alsbald das Oxydimorphin als 
ein schén krystallinischer Niederschlag ab. 

Versuche, welche bei der Ausarbeitung der Titration ange- 
stellt wurden, zeigten, daB je nach dem Grade der Alkalescenz die 
Reaktion im Sinne obiger Gleichung entweder unvollstandig ver- 
lauft, oder aber, wenn man zuviel Ammoniak zusetzt, eine weiter- 
gehende Oxydation eintritt, wobei anscheinend der neu entstehende 
Korper leichter léslich ist als das Oxydimorphin und da auch dieses 
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letztere in einem Uberschu8 von Ammoniak sich auflést, die ne- 
phelometrische Bestimmung, welche ohnehin nur ein Notbehelf 
gewesen wire, hierdurch véllig in Frage gestellt wurde. Hiermit 
sind zugleich die Schwierigkeiten angedeutet, welche bei der Aus- 
arbeitung der Methode iiberwunden werden mufBten. 

Um bei der Titration immer den gleichen Grad von Alkal- 
escenz zu erreichen, wurde folgender Kunstgriff angewendet. Die 
Morphinlésung wird zunichst mit Seignettesalz gesittigt, hierauf 
einige Tropfen Weinsidure bis zur sauren Reaktion zugesetzt, so- 
dann wird die iiberschiissige Weinséure durch Bariumcarbonat 
neutralisiert. Hierdurch wird erreicht, daB die vorhandene Alkali- 
menge zuniachst neutralisiert wird. Nach dem Zusatz von BaCO, 
ist die Lésung sodann mit weinsaurem Alkali und einer kleinen 
Menge weinsauren Bariums gesattigt. Die durch die hydrolytische 
Spaltung dieser Salze bedingte Alkalescenz hat naturgema8 immer 
einen bestimmten gleich groBen Betrag, welcher gerade fiir den 
richtigen Verlauf der Reaktion notwendig ist und der infolge der 
Gegenwart von iiberschiissigem BaCO, im Verlaufe der ganzen 
Reaktion nicht verindert werden kann. Zu dieser Lésung wird 
eine abgemessene Menge "/i9) Ferricyankaliumlésung?*) hinzu- 
gefiigt und nunmehr das ganze Reaktionsgemisch auf 60° C erwarmt 
und in einem Wasserbade von 60° C eine halbe Stunde lang stehen- 
gelassen. Danach 148t man es 30 Minuten bei Zimmertemperatur 
stehen, bevor die Titration beginnt. Nun fiigt man 1 ccm 5 proz. 
Jodkaliumlésung und einige Tropfen Starkelésung zu und titriert 
mit "/9)-Natriumthiosulfat das unverbrauchte Ferricyankalium 
zuriick. Aus der Differenz ergibt sich die gesuchte Morphinmenge, 
indem 1 cem "/;9- Ferricyankaliumlésung 3,758 mg. salzsauren 
Morphins (mit 3 Molekiilen Krystallwasser) entspricht. 

Bei Gegenwart von Seignettesalz und Bariumcarbonat muBte 
die Oxydimorphinreaktion nach der folgenden Gleichung verlaufen: 
2 C,,H,,NO, + K,C,H,O, + 2 K,FeCy, + BaCO, 
= (C,,H,,NO;), + BaC,H,O, + 2 K,FeCy, + CO, + H,0. 

Die hydrolytische Spaltung des Seignettesalzes liefert unter 
diesen Bedingungen gerade die zur Einleitung und Beendigung der 
Oxydimorphinreaktion notwendige Alkalescenz. Weicht man von 
diesen Verhiltnissen ab, so erhailt man bei zu niedrigem Alkali- 
zusatz zu niedrige Resultate, indem die Reaktion nicht zu Ende 
verlauft. Fiigt man zuviel Alkali hinzu, so verliuft die Reaktion 
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weiter und liefert zu hohe Zahlen, wie aus der nachfolgenden Ta- 
belle hervorgeht. 

In diesem Versuch wurden zu je 50 mg Morphin hydrochl. in 
5 com Wasser je 3 ccm "/,,- Ferricyankaliumlésung hinzugefiigt 
mit Seignettesalz gesittigt, nicht ganz zum Sieden erhitzt und die 
in der Tabelle angegebene Menge einer verdiinnten Ammoniak- 
lésung zugesetzt. Die Zahlen bezeichnen die bei der Titration 
verbrauchten cem "/,,- Natriumthiosulfatlésung: 

ohne NH, + lgtt. +3gtt. + 5gtt. NH, berechnet 
sofort titriert. . 0,9 1,0 1,0 1,6 1,4 com 
nach 1/, Stde. . 0,9 1,0 1,5 2,0 14 ,, 
nach 16 Stdn. . 1,1 1,2 1,5 2,7 i a 

Man ersieht aus der Tabelle zugleich, daB die Reaktion, wenn 
die Alkalescenz richtig getroffen ist wie in der dritten Spalte, auch 
nach 16 Stunden nicht wesentlich weiter als bis zur Bildung des 
Oxydimorphins fortgeschritten ist. Ferner lehrt der Versuch, daB 
die Art des Erhitzens von erheblichem Belang fiir den Verlauf der 
Reaktion ist. Erhitzt man namlich wie in diesem Versuch nicht 
zum Sieden, so geht die Oxydation bei zu geringem Alkaligehalt 
auch in langer Zeit nicht zu Ende. Bei zu hohem Alkaligehalt 
iiberschreitet sie dagegen die Grenze auch ohne da8 zum Sieden 
erhitzt worden ist. 

Halt man jedoch die beschriebenen Bedingungen, d. h. den 
Zusatz von Weinsaure und Bariumcarbonat ein, so verlauft die 
Reaktion gerade bis zur vollstandigen Bildung des Ox ydimorphins, 
wie der nachstehende Versuch zeigt. Acht Proben, welche je 10 mg 
Morph. hydrochl. enthielten, wurden nach dem Erhitzen mit ®/,9- 
Ferricyankalium und Bariumcarbonat stehengelassen und nach 
der in Spalte 1 angegebenen Zeit titriert. 

Es wurden gefunden: 

Nach 1/, Stunde. . . 11,19 und 11,84 mg M. hydrochl. 
1 ane is 9,33 ,, » 
11/, Stunden. . 11,19 ,, 10,59 ,, ,, 
2 a ie aE te RE se oe 
3 ii IGS! 5% 


Zehn Proben, welche je 20 mg Morphium hydrochlori cum ent- 
hielten, wurden nach der Vorschrift analysiert und ergaben folgende 
Resultate: es wurden wiedergefunden 


20,27 21,17 18,66 19,63 22,78 mg 
19,31 18,66 18,67 19,31 22,52 ,, 


im Mittel 
20,09 mg. 


Biochemische Zeitschrift Band 120, 
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Die gréBte Abweichung betrigt demnach 13,9%, der mittlere 
Fehler 0,5%. 

Einige weitere Beleganalysen seien noch angefiihrt: so wiirden 
z. B. wiedergefunden von 50 mg Morph. hydrochl. in wisseriger 


Lésung: 
49,04 50,29 50,78 48,40 49,49 49,17 
anstatt 20 mg: 19,05 20,59 
» 3 » 29,54 
» 4, 40,20 
anstatt 15 mg: 14,70 
» SE oy BBG 


Da die Methode zunichst fiir die Auffindung des Morphins 
im Harn und in den Organen Verwendung finden sollte, so ist sie 
fiir die hier zu erwartenden kleinen Mengen ausgearbeitet worden. 
Bei einer zu bestimmenden Morphinmenge von 10—20 mg be- 
tragen die Fehler, mit denen man zu rechnen hat, wie aus den vor- 
stehenden Tabellen hervorgeht, absolut 1—2 mg. Bei kleineren 
Mengen als 10 mg Morphin, von 5 mg abwiarts, findet man zu hohe 
Morphinwerte, so daB die Methode hier in dieser Gestalt nicht 
mehr anwendbar ist. Fiir wesentlich héhere Mengen als etwa 
50 mg betragt der Fehler ebenfalls etwa 10—20%. Bei der prak- 
tischen Bestimmung des Morphins im Harn ist es deshalb in allen 
Fallen, wo gréBere Mengen vorliegen, zweckmiaBig, die Titration 
in einem aliquoten Teil auszufiihren: man hat hierbei zugleich den 
Vorteil, da man mehrere Parallelbestimmungen ausfiihren und 
auf diese Weise mit gréBerer Sicherheit arbeiten kann. Bei der 
Bestimmung im Harn kime als weitere Fehlerquelle in Betracht, 
daB der Bleiniederschlag einen Teil des im Harn enthaltenen Mor- 
phins durch Adsorption mitreiBen kann. Dieser Fehler ist aber 
gering, wenn man den Bleiniederschlag sorfiltig auswischt, 
bis in dem Filtrat mit Fréhdes oder Marquis Reagens kein 
Morphin mehr nachweisbar ist. Besonders griindlich wirkt 
heiBer Alkohol als Waschfliissigkeit. Aus den weiter unten an- 
gefiihrten Beleganalysen geht iibrigens hervor, da® diese Fehler- 
quelle ebenso wie die folgenden keinen erheblichen Einflu8 auf 
das Resultat hat. 

Die Fallung des Morphins mit Phosphorwolframsiure, die, 
wie bereits bemerkt, in einer reinen wissrigen Morphinlésung in 
Verdiinnung 1 : 10000 absolut zuverlissig ist, .verursacht keine 
Verluste. Nehmen wir an, 500 ccm Harn enthielten 5 mg Morphin, 
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so befinden sich diese 5 mg nach dem Entbleien und Einengen des 
Filtrates in 50 ccm Filiissigkeit, welche noch dazu mit Salzen an- 
nahernd gesittigt ist, so daB an dieser Stelle ein berechenbarer 
Fehler nicht in den Versuch eingeht, da die Phosphorwolfram- 
siurefallung in einer gesittigten Salzlésung empfindlicher 
ist, als in rein wisseriger Lésung. In dieser Verdiinnung von 
1: 1000 kann man auf eine vollstandige Ausfillung des Morphins 
rechnen. 

Da im iibrigen alle Manipulationen bis zum Beginn der Titra- 
tion bei saurer Reaktion vor sich gehen, so ist durch das Einengen 
des Harnes auf dem Wasserbade sowie durch das etwaige Stehen 
desselben an der Luft waihrend des Ganges der Untersuchung kein 
Verlust zu erwarten. 

Bei raschem Arbeiten ist es méglich, eine Bestimmung in 
11/, Tagen zu beenden und mehrere Bestimmungen nebeneinander 
vorzunehmen, wahrend die bisher gebrauchlichen Methoden bei 
weitem laingere Versuchszeiten erfordern, die sich iiber Wochen 
erstrecken. Durch diese Verkiirzung der Versuchsdauer wird 
auch die Méglichkeit von Verlusten durch Oxydation und der- 
gleichen wahrend des Verlaufs der Untersuchung wesentlich ein- 
geschrankt. 

Aus Versuchen, bei denen dem Harn eines normalen Hundes 
Morphin zugesetzt worden war, geht hervor, daB der Fehler bei 
der gesamten Bestimmung héchstens 10—20% betrigt. Um 
schiieflich eine genaue Vorstellung vom Verlauf einer solchen 
Morphinbestimmung im Zusammenhange zu geben, sei hier nach 
einem Versuchsprotokoll vom 16. Vi. 20 der Gang einer Analyse 
wiedergegeben. 

500 ccm Harn eines normalen Hundes, welchem 50 mg Mor- 
phinum hydrochloricum zugesetzt worden sind, werden mit 
Schwefelsiure schwach angesiiuert und mit 50 ccm Liquor plumbi 
subacetici versetzt. Man laBt den Niederschlag absitzen, dekan- 
tiert, wascht 3mal durch AufgieBen von destilliertem Wasser und 
Dekantieren und gibt schlieBlich den Bleiniederschlag mit dem 
letzten Waschwasser auf ein Filter. Filtrat und Waschwasser wer- 
den nunmehr durch Einleiten von H,S von dem iiberschiissigen 
Blei befreit, das ausgeschiedene Schwefelblei abfiltriert, das Filtrat 
auf dem Wasserbade vom Schwefelwasserstoff befreit und auf 
50 cem eingeengt. Nun wird durch Zusatz von einigen Tropfen 


18* 
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Natronlauge die vorhandene Siure neutralisiert und sofort mit 
25 proz. Phosphorséure eben angesauert. 

In die erkaltete Lisung werden 5 ccm der 10 proz. Phosphor- 
wolframsiure gegeben und sogleich mit destilliertem Wasser auf 
etwa 200 ccm aufgefiillt. Man wartet bis der Niederschlag sich gut 
zu Boden gesetzt hat, gieBt die iiberstehende Flissigkeit ab, wascht 
noch 2—3 mal in der gleichen Weise mit destilliertem Wasser aus, 
dem man so viel Phosphorsiure zusetzt, daB der Niederschlag sich 
immer gut zu Boden setzt (meist geniigen hierzu 20—30 Tropfen) 
und gieBt das letzte Waschwasser ab. Zu dem in héchstens 10 bis 
20 ccm Wasser aufgeschwemmten Niederschlage werden einige 
Tropfen Natronlauge hinzugefiigt, bis der Niederschlag sich grade 
mit tief blauer Farbe lést, Seignettesalz bis beinahe zur Sattigung 
hineingegeben, zum Sieden erhitzt, in einem Mef8zylinder auf 
35 com aufgefiillt und 4—6 Stunden in einem Thermostaten bei 
einer Temperatur von 40—50° C stehengelassen. Nach dieser Zeit 
wurden 19 com entnommen, mittels einer Pipette in einen Erlen- 
meyerkolben von 200 ccm iiberfiihrt, tropfenweise 10 proz. Wein- 
siurelésung bis zur eben sauren Reaktion zugefiigt, bis zum Sieden 
erwirmt, hierauf wurde eine Messerspitze Bariumcarbonat hinein- 
gegeben und 10 ccm "/,..- Ferricyankaliumlésung aus einer Bu- 
rette zugesetzt. Nun wird noch einmal mit eingetauchtem Thermo- 
meter auf freier Flamme auf 60° erwirmt und in ein Wasserbad 
von gleicher Temperatur wihrend 30 Minuten gestellt. Dann laBt 
man eine halbe Stunde stehen, fiigt 1 com 5proz. Jodkalium- 
lésung, konzentrierte Salzsiure in groBem Uberschu8 und einige 
Tropfen Starkelésung hinzu und titriert mit ®/,9)- Natriumthio- 
sulfat zuriick, bis die blaue Farbe fiir die Dauer von mindestens 
5 Minuten verschwindet. Verbraucht wurden 7,75 com "/j99- 
K,FeCy, = 29,13 mg Morph. hydrochl: in 19 com der Lésung, in 
‘den ganzen 35 ccm also entsprechend im Ganzen 53,60 mg Morph. 
hydrochl. 

Man kann den Gang der Untersuchung beschleunigen, wenn 
man jedesmal anstatt zu filtrieren, in einem MeBzylinder die 
Niederschlage absitzen laBt, die iiberstehende Fliissigkeit ab- 
gieBt, den Verlust feststellt und bei der endgiiltigen Berech- 
nung entsprechend beriicksichtigt. Man kann dann bequem in 
einem bis héchstens anderthalb Tagen eine Bestimmung zu Ende 
fiihren. 
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II. Ausscheidung des Morphins. 


Fiir die Versuche wurden Hunde ausgewihlt, welche auf 
Morphin nicht erbrachen. Die Versuche dienten in erster Linie 
der Priifung der Methode und ihrer Ausbildung. Sie stellen insofern 
eine Erginzung der Versuche von Kenzo Tamura dar, als jede 
Tagesmenge Harn und Kot vom ersten Versuchstage an, einzeln 
untersucht wurde, wihrend Tamura meist die Ausscheidungs- 
produkte mehrerer Tage zusammen nahm. 


Versuch 1: wurde an einem Hund von 12700g Kérpergewicht 
angestellt. Die Dosis wurde jedesmal erhéht, sobald keine schlaferzeugende 
Wirkung mehr erreicht wurde. 


Injiz. Menge Im Harn 
Tag g M. hydrochl. g M. hydrochl. Bemerkungen 
subcutan 


ll. VI. 1920 0,12 

12. VI. 0,12 0,0045 

eV 0,12 0,0103 

14. VII. 0,60 0,0025 

16. VII. 0,64 0,0759 

20. VII. 0,72 0,0686 

22. VII. 20 ccm abgekochte 
Milch subcutan 

23. VIL. 0,72 0,1665 

25. VII. 0,72 0,1345 

26. VII. 0,72 0,0678 

28. VII. 0,72 _ 

30. VII. 0,72 0,1138 

2. VIII. 0,72 0,0596 

4. VIII. 0,72 0,0229 

6. VIII. 0,72 0,0146 

9. VIII. 0,72 0,0388 

10. VIII. 0,72 0,0838 


Der Versuch zeigt, daB schon am 2. Tage der Morphindar- 
reichung eine merkliche Menge im Harn ausgeschieden wird, welche 
am 3. Versuchstage bereits etwa 10% der injizierten Tagesdosis 
betrigt. Dieser Wert wird im weiteren Verlauf des Versuches an- 
naihernd beibehalten, doch treten sehr groSe Schwankungen an 
einzelnen Tagen auf, z. B. 14. VII., 28. VII. Am 22. VII. 20 er- 
hielt der Hund 20 ccm abgekochte Ziegenmilch subcutan. Die 
Begriindung dieser MaBnahme erfolgt in einer eigenen Mitteilung 
von Joh. Biberfeld aus unserem Institute. 
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Versuch 2: Hund von 11500g. Bedingungen wie vorher 
Menge M. hydrochl. in Gramm 


Tag injiziert im Harn im Kot 
2. VIII. 1920 0,1 
a VER we 0,2 0,0443 
18: VEEL. -;, 0,2 0,1142 
ty Pee See 0,4 0,0501 0,0793 
egg 8 ESI 0,4 0,0463 0,0574 
nm 0,4 0,0786 
Be > eee 0,32 
ae aa _ + 0,0100 
Oe. EE, _ + 0,0764 
es tee _ ob 0,0437 
a amen «0 _ 0 


Der Versuch zeigt, daB diesmal am 6. Tage der Darreichung 
erhebliche Morphinmengen durch die Nieren ausgeschieden wer- 
den. Nach Absetzen der Morphingaben verschwindet das Morphin 
sehr schnell aus dem Harn, wird dagegen im Kot noch langere 
Zeit ausgeschieden. 


Versuch 3: Hund von 7700 g. 
Menge M. hydrochl. in Gramm 


Tag injiziert im Harn 
4. X. 1920 0,1 0 
| ye eae 0,15 Spur 
O25, 0,20 0,0422 


Der Versuch bestatigt den Befund von Versuch 1. 


Versuch 4: Derselbe Hund wie in Versuch 3 erhalt eine einmalige 
Injektion von 0,3 g M. hydrochl. in 4 proz. Lésung subcutan am 29. XI. 1920. 
Am folgenden Tage kein Kot und Harn, darauf Diarrhée. Kot und Harn 
der 3 folgenden Tage bis zum 2. XII. 1920 werden gemeinsam in 2 Portionen 
auf M. untersucht. Am 3. XII. 1920 in Harn und Kot kein Morphin mehr 
vorhanden. Insgesamt wurden wiedergefunden 0,0338 g Morph. pur., 
d. s. 14,87% der injizierten Dosis. 

Die Morphinausscheidung scheint also so zu verlaufen, daB 
bei dauernder Einverleibung die Gesamtmenge des im Kot und 
Harn ausgeschiedenen Morphins etwa 1/, der injizierten Dosis 
betragt und sich im weiteren Verlauf der Gewéhnung nicht wesent- 
lich andert. 


Von dieser Menge findet sich der gr6Rere Teil im Kot. Versuch 2 
zeigt, daB die Ausscheidung im Kot noch andauert, nachdem mit 
der Morphinzufuhr aufgehért worden ist. Demnach besteht die 
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Méglichkeit, daB der Organismus des Hundes das Morphin bis zu 
einem gewissen Grade zu speichern vermag. 

Die im Harn ausgeschiedene Morphinmenge betragt vom 
3. Tage ab etwa den 10. Teil der injizierten Menge und scheint 
diesen Wert beim Hunde (24) annihernd beizubehalten, solange 
Morphin gespeichert wird. In Verbindung mit der Tatsache, daB 
Morphin gespeichert wird, hat man sich also vorzustellen, daB bei 
dauernder Morphinzufiihrung sehr bald eine gewisse Morphin- 
Konzentration in den Organen eintritt, welche den Ubergang des 
Alkaloid ins Blut und demgem&B seine Ausscheidung durch die 
Nieren erméglicht. Bei einmaliger Zufuhr sind sehr hohe Dosen 
(Tamura) notwendig, um die Ausscheidung im Harn herbei- 
zufiihren. 

Auch bei einmaliger Zufuhr einer groBen Morphindosis betrigt 
die Gesamtsauscheidung nicht mehr als am Ende der Gewohnung. 

Die Fragen, welche sich aus diesen Tatsachen ergeben, 
betreffen nun noch das verschwundene Morphin. Zu welchem 
KG6rper ist dieses umgewandelt worden, in welchem Organ findet 
diese Umwandlung statt, in welcher Weise werden die Umwand- 
lungsprodukte ausgeschieden? Es besteht die Aussicht, mit Hilfe 
der beschriebenen Bestimmungsmethode wenigstens auf einen Teil 
dieser Fragen Antwort zu finden. 


III. Bestimmung des Morphins in den Organen und die Verteilung 
im tierischen Kérper. 


Die Bestimmung des Morphins in den Organen von Kaninchen 
geschieht analog derjenigen im Harn. 

Die Organe werden zerkleinert mit Alkohol, der mit H,SO, 
angesiuert ist, am RiickfluBkihler wiederholt extrahiert, der 
Alkohol wird abdestilliert, mit Wasser aufgenommen, bis zu 
schwach saurer Reaktion die vorhandene Saure mit NaOH ab- 
gestumpft, darauf mit basischen Bleiacetat gefallt und nun genau 
so wie der Harn weiter behandelt. 

Jedoch ist zu bemerken, daB fiir Muskel und Gehirn die 
Reinigung mit basischem Bleiacetat nicht ausreichend ist. Man 
mu8 bei diesen Organen, — zweckmaBigerweise auch bei Magen- 
und Dinndarm — eine zweite Fallung mit CuSO, anschlieBen. 
Dies geschieht in der Weise, daB man nach der Entfernung des 
iiberschiissigen Bleiacetat mittels H,S auf ein kleines Volumen ein- 
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engt, eine ausreichende Menge festes CuSO, eintrigt, einige 
Minuten auf freier Flamme zum Sieden erhitzt und danach 
langsam erkalten l4B8t. Hiernach wird von dem entstandenen 
Niederschlage abfiltriert, das tiberschiissige Cu mit H,S ausgefiallt, 
auf dem Wasserbade eingeengt (beim Muskel darf man nur auf 
so viel Kubikzentimeter einengen, wie man Gramm Muskel ver- 
wendet hat) und wie beschrieben zur Phosphorwolframsiurefallung 
vorbereitet. 

Organe von unbehandelten Tieren gaben bei Anwendung dieser 
Methodik niemals einen Niederschlag mit der Phosphorwolfram- 
siure. Von zugesetztem Morphin wurden befriedigende Mengen 
wiedergefunden. Einige Beleganalysen mégen angefiihrt werden. 


Zu 120g Muskel wurden zugesetzt: 
100,00 mg M. hydrochl. ; 
wiedergefunden: 107,20 ,, ,, i 
Zu 100g Muskel wurden zugesetzt: 
50,00 mg M. hydrochl. ; 
wiedergefunden: G225° ,. ss a 
Zu 40g Blut wurden zugesetzt: 
50,00 mg M. hydrochl. ; 
wiedergefunden: O43. a 
Die Verteilung im Organism us wurde in der Weise unter- 
sucht, da8 Kaninchen von ca, 2000 g in die Halsvene langsam 
0,4 g Morph. hydrochl. in 4 proz. Lésung injiziert wurden, wahrend 
gleichzeitig die Atmung registriert wurde. Aus einer in die Carotis 
eingebundenen Kaniile wurde das Tier eine bestimmte Zeit nach 
der Injektion entblutet, die Organe entnommen und analysiert. 


Die Versuche sind in der folgenden Tabelle enthalten: 
Injizierte Menge Entblutung Gewichtdes wiedergefunden mg M. 


M.hydrochl.ing nachMin. Tieres in g © in hydrochl, 
0,8 5 2200 44g Blut 0 
116 g Magen u. 0 
Diinndarm 
40 g Leber 20—30 
161 g Muskel 11,34 
0,4 15 1200 36g Blut 0 
72 g Magen u. 
Diinndarm 14 
20 g Leber 16 


43 g Muskel 31 
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Injizierte Menge Entblutung Gewicht des wiedergefunden mg M 
M.hydrochl.ing nach Min, Tieres in g in hydrochl. 
0,4 15 1800 54g Blut 0 
88 g Magen u. 
Diinndarm 
39 g Leber 
85 g Muskel 
56 g Blut 
83 g Magen u. 
Diinndarm 
38 g Leber 
72 g Muskel 
45g Blut 
73 g Magen u. 
Diinndarm 
33 g Leber 
31 g Muskel 
52g Blut 
65 g Magen u. 
Diinndarm Spur 
59 g Leber Spur 
177 g Muskel 10 


Die Gehirne von 4 Versuchen werden zusammen untersucht, | 
j 


es lieB sich kein Morphin darin nachweisen. 

An den Resultaten ist zunichst bemerkenswert, daB bereits 
5 Minuten nach intravendser Injektion von 0,8 g Morph. hydrochl. 
im Blute nichts mehr davon nachzuweisen ist, was bei dem positiven 
Ausfall der Kontrollanalyse (s. 8. 280) doppelt auffillig ist. Die 
Befunde in den iibrigen Organen sind zu wenig tibereinstimmend 
bezw. zu wenig charakteristisch, als daB man daran weitergehende 
Schliisse ankniipfen kénnte. Zu beriicksichtigen ist bei der Deu- 
tung der Resultate auch die Empfindlichkeit der Methode. Bei 
der Empfindlichkeit der Phosphorwolframsiurefiallung von 1 : 10000 
kénnen in 100 g Organextrakt 10 mg Morph. unerkannt bleiben. 


Die‘ Anwendbarkeit der Methode auf andere Alkaloide. 


Es liegt nahe, daB die Methode auch auf andere Alkaloide 
anwendbar ist. Einige Versuche in dieser Richtung lassen befrie- 
digende Resultate erwarten. 

Beispielsweise wiirde Ox ydimorphin, wenn es im Korper 
entstanden wire, durch die Anwendung der Methode nachgewiesen 
werden, da es mit Weinsiure ausgefillt wird, und infolgedessen 
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gelegentlich der Zersetzung des Phosphorwolframsiaurenieder- 
schlages mit Seignettesalz sichtbar werden wiirde. 

Auch auf Nicotin, Aconitin, Strychnin, Chinin ist die Methode 
mit leichten Modifikationen anwendbar, wobei jedoch noch zu 
beachten ist, daB ein Teil der Alkaloide mit Bleiacetat, bezw. mit 
basischem Bleiacetat gefallt wird. In diesen Fallen muBten andere 
Reinigungsverfahren verwandt werden. 

Aus dem Alkoholextrakt von Fliegenpilzen la8t sich nach 
Verdunsten des Alkohols und Aufnehmen mit Wasser das Mus- 
karin mit Phosphorwolframsiure ausfillen und mit Natronlauge 
und Seignettesalz daraus isolieren. Da Cholin mit Phosphor- 
wolframsaure keine Fallung gibt, so ist die Trennung dieser beiden 
Stoffe gesichert. 


Zusammenfassung. 
Zusammenfassend ist also zu berichten, daB 


1. eine Methode zum quantitativen Nachweis des Morphins 
in Harn, Kot und tierischen Organen ausgearbeitet worden ist, 
welche den bisher gebriuchlichen Methoden gegeniiber eine er- 
héhte Genauigkeit besitzt und eine Ersparnis an Arbeitszeit und 
Reagenzien erméglicht, 

2. die Ausscheidung des Morphins in Harn und Kot bei ein- 
maliger und dauernder Darreichung bestimmt wurde, 

3. die Verteilung im Organismus untersucht wurde, wobei 
sich u. a. ergab, daB schon 5 Minuten nach intravendser Injektion 
von 0,8 g Morph. hydrochl. bei einem Kaninchen von 2200 g im 
Blute kein Morphin mehr nachweisbar war; 

4. die Methode auch zum quantitativen Nachweis anderer 
Alkaloide, sowie zur Isolierung von Alkaloide und anderen mit der 
angegebenen Phosphorwolframsiure fallbaren Stoffen aus tieri- 
schen und pflanzlichen Extrakten geeignet ist. 
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Kohlensiuredruck oder Eiwei8quellung als Ursache der 
Muskelkontraktion ? II. 


Von 
Leonh. Wacker. 


(Aus dem Pathologischen Institut der Universitat Miinchen). 


Zugleich Richtigstellung der von Fiirth in dieser Zeitschr. 113 
veréffentlichten Entgegnung. 


(Eingegangen am 17. Mas 1921.) 


In seiner Abhandlung iiber die ,,Kolloidchemie des Muskels 
und ihre Beziehungen zu den Problemen der Kontraktion und der 
Starre‘‘!) versucht Firth, der hauptsichlich von Pauli?), 
Strietmann®) und M. H. Fischer befiirworteten Saurequellungs- 
theorie der Muskelkontraktion eine neue Grundlage zu verschaffen 
durch Annahme einer ultramikroskopischen, feineren Struktur der 
contractilen Substanz, die also fiir unsere Sinne nicht wahrnehm- 
bar wire und ferner histologisch nicht begriindet werden kann. 
Nach dieser Theorie soll die bei der Arbeit oder nach dem Tode 
entstehende Milchsiure die Veranlassung zu EiweiSquellungen 
sein, die zur Muskelkontraktion bezw. Totenstarre fiihren. 

Das Studium der anoxybiotischen Stoffwechselvorginge im 
Muskel*) hat aber eine Reihe von Tatsachen zutage geférdert, die 
sich mit dieser Theorie nicht vertragen, insbesondere ergab sich, 
daB die zur Quellung unbedingt erforderliche freie Milchsdiure 


1) O. v. Fiirth, Ergebn. d. Physiol. 17, 363—571. 1918. 

2) Wo. Pauli, Kolloidchemie der Muskelkontraktion. Steinkopff, 
Leipzig 1912. 

3) W. H. Strietmann und M. H. Fischer, Zeitschr. f. Chemie u. 
Industrie der Kolloide 10, 65. 1912. 

*) W. N. Berg, Biochem. Bull. 1, 520; 2, 101. 1912; 3, 177, 187. 1914. 
Zit. nach Firth, a. a. O. 8. 403. 
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gar nicht vorhanden ist'). Da ich mir durch mehrjahrige Unter- 
suchungen tiber die Vorgange im Muskel*) eine besondere An- 
schauung iiber die Muskelkontraktion gebildet habe, richtete sich 
die Fiirthsche Kritik anderer Kontraktionstheorien auch gegen 
meine Publikationen (a. a. O.), so da8 ich mich veranlaBt sah, 
diese unter dem Titel ,,Kohlensduredruck oder EiweiSquellung 
als Ursache der Muskelkontraktion“*) zu widerlegen. Bei dieser 
Gelegenheit fiel mir auf, auf welch unsicherer Grundlage 
die Si ure-Eiwei8q uellungstheoriein allenihren Einzel- 
heiten steht und so nahm ich die Gelegenheit wahr, die ganze 
Lehre auf ihre Haltbarkeit zu untersuchen und kritisch zu be- 
leuchten. Ich konnte mich dazu um so mehr berechtigt halten, 
als meine Untersuchungsergebnisse tiber die Neutra- 
lisationsvorginge*) im Muskel gerade das Gegenteil 
von dem lehren, was Firth jetzt den Physiologen als 
Arbeitshypothese empfiehlt. In seiner Entgegnung hat 
Firth*) meinen Ausfiihrungen z. T. eine miBverstindliche Deu- 
tung gegeben, die widerlegt werden mu8, um zu verhindern, daB 
die Muskelforschung weiterhin auf diesem Abwege beharrt. Wie 
erwahnt, diirfte das schwerwiegendste Bedenken gegen die 
Saurequellungindem Fehlender freien Saurezusuchen 
sein, weil die bei der Muskelaktion sich bildende Milchsaure sofort 
durch die in ausreichender Menge vorhandenen Puffersalze (Di- 
kaliumphosphat, Kaliumbicarbonat und Kaliumalbuminat) neu- 
tralisiert wird. Die saure Reaktion des ermiideten Muskels 
rihrt von Monokaliumphosphat her. Wenn eine bestimmte 
Menge von Ermiidungsstoffen in Form von Monokaliumphosphat, 
Kaliumlactat und abgeschiedener Eiwei8komponente der Albu- 
minate gebildet ist, kommt es durch Selbstregulation zu einer 
Hemmung der Milchsdurebildung®), die darin besteht, daB jene Fer- 
mente, die die Umwandlung der Kohlenhydrate in Milchsiure bzw. 


1) A. v. Tschermak, Allgem. Physiol. 1, 154 1916; diese Zeitschr. 
75, 101. 1916; Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 163, 491. 1916. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 168, 147. 1917. 

3) Diese Zeitschr. 107, 117. 1920. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges Physiol. 174, 435. 1919. 

5) O. Fiirth, Kohlenséuredruck und EiweiSquellung usw. Diese Zeit- 
sehr. 113, 42. 1921. 

*) Kura Kondo, diese Zeitschr. 45, 76. 1912. Laqueur, Zeitschr. 
f. physiol. Chemie 93, 60. 1914/15. 
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deren Vorstufe bewirken, automatisch inaktiviert werden. Dieser 
Punkt tritt schon ein, wenn im Muskel noch eine bestimmte Menge 
von Restalkalescenz!) nachweisbar ist. Demnach sind die Puffer- 
substanzen immer im UberschuB, so daB es niemals zur Bildung 
von freier Milchsiure kommen kann. Diesen NeutralisationsprozeB 
erkennt Firth an, aber er sagt, ,man muB sich dariiber im 
klaren sein, daB sich an diesen Neutralisationsvorgin- 
gen gleichzeitig mit den Alkalikarbonaten und Alkali- 
phosphaten auch die Amino- und Iminogruppen der 
Proteine in hervorragendem MaBe beteiligen. Mit einer 
derartigen Séiurebeladung wird aber auch eine gesteigerte Hydra- 
tation derselben Hand in Hand gehen.“ 

Dies ist vollkommen unméglich, denn die Milchsiure 
kann so lange keine Verbindung mit Eiwei®kérpern schwach- 
sauren Charakters eingehen, als noch ausgesprochene alkalische 
Valenzen in Form von Kaliumbicarbonat und Dikaliumphosphat 
zugegen sind. Der Schwerpunkt liegt also in der Anwesenheit von 
alkalischen Salzen, die die Siure mit Beschlag belegen miiBten. 
Wie sich die Eiwei®k6rper auBerhalb des Muskels bei Abwesenheit 
von Puffersubstanzen verhalten, kommt hier nicht in Frage. 
Natiirlich kénnen sie mit starken Saiuren Acidalbumine bilden. 
Es ist aber gegenstandslos, diese Méglichkeit als Gegenbeweis an- 
zufiihren, denn im Muskel ist freie Siure nicht existenzfihig; 
ferner sind die Acidalbumine schon irreversible denaturierte Ei- 
weiBkérper*), wihrend wir es hier doch mit ionisiertem reversiblem 
Saureeiwei8 zu tun haben. Das Wesen der SaureeiweiSquellung 
soll doch wohl in dem reversiblen Vorgang liegen ?! 

Zur Bekraftigung seiner Anschauung iiber die Siurebindung 
durch Eiwei8 zitiert Fiirth den Urheber der Quellungstheorie 
Pauli(a.a.0.). Wenn man dieses Zitat nachliest (Pa uli bespricht 
auf §. 70 die Salzsiurebindung durch Diaminoglutin), so findet 
man, daB es gar nicht zu dem in Rede stehenden Thema gehort. 
Pauli hat zwei Broschiiren verfaBt, deren Titel lauten: ,,Kolloid- 
chemie der Muskelkontraktion“ (1912) und ,,Kolloidchemie der 
Eiwei8kérper“ (1920). Fiir unsere Auseinandersetzung wird haupt- 
sichlich die erste maBgebend sein und dort auBert sich Pauli 
auf §. 17 wie folgt: 


2) Diese Zeitschr. %5, 116. 1916. 
2) Wo. Pauli, Kolloidchemie der Eiwei8kérper. Steinkopff 1920, 8. 73. 
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Alle EiweiBkérper sind wohl amphotere, zur Reaktion mit 
Saure und Lauge befihigte Korper, aber, wie wir jetzt zuver- 
lassig wissen, sind die Zellen und Gewebsproteine zum 
weitiiberwiegenden Anteil viel schwichere Basen als 
Sauren. Deshalb erweist sich auch ihre Vereinigung 
mitSauren als sehr locker und hydrolytisiert zerlegbar 
und aus demselben Grunde ist unser ionisches EiweiB 
nur bei Gegenwart von freier Saure bestandig. Auch im 
Osmometer hilt es seinen Drucke nur gegen Saure, welche die 
hydrolytische Zerlegung hemmt. Sobald die Saure auBen durch 
Wasser ersetzt wird, gibt das Saureprotein seine gebundene Siure 
rasch ab und der osmotische Druck sinkt auf den tiefen Ausgangs- 
wert des neutralen EiweiBes. Gleiches wird fiir die Fibrille gelten, 
wenn das Wasser auBerhalb entfernt wird.“ 

Man sieht, da8 ich mit meiner Anschauung nicht so allein stehe, 
wie Fiirth behauptet hat, denn Paulis und Abderhaldens’) 
Angaben decken sich vollkommen mit meiner Auffassung. Die 
Tatsache, daB die Siure-EiweiBverbindungen nur bei 
Gegenwart von freier Siure bestandig sind, beweist, 
daB sie bei Gegenwart von Puffersalzen erst recht zer- 
fallen miBten bezw. gar nicht entstehen kénnen. Wenn 
iibrigens, vom chemischen Standpunkte aus, iiberhaupt noch ein 
Zweifel iiber die Unrichtigkeit der Fiirthschen Behauptung betr. 
Neutralisation von Milchsiure durch die Muskelproteine bei 
Gegenwart von Kaliumbicarbonat und Dikaliumphosphat be- 
stehen kénnte, so wiirde es durch die diametral entgegen- 
gesetzte AuBerung Fiirths in derselben Abhandlung 
(3877) beseitigt. Er sagt wértlich: Es wire denkbar, daB 
die Gegenwart von Alkali einfach die Bindung von 
Milchsaure an die Muskel proteine verhindere. 

Wahrend also Fiirth an einer Stelle [406] (43) eine 
Verbindung von Eiwei8 mit Milchsaure auch bei Gegen- 

4) E. Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie 4. Aufl., Bd. 1, 
S. 426. Dort heiBt es: Die Globuline sind ihrer ganzen Natur nach Sauren. 

*) Der Einfachheit halber werde ich die Seitenzahlen der zugehér.gen 
Erérterungen in eckige Klammern z. B. [406] setzen, wenn sie sich auf 
Firth, Ergebn. d. Physiol. 17. 1918; in runde Klammern, z. B. (43) setzen, 
wenn sie sich auf Fiirth, diese Zeitschr. 113. 1921 und in runde und 


eckige Klammern, z. B. [(120)] setzen, wenn sie sich auf Wacker, diese 
Zeitschr. 107. 1902 beziehen. 
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wart von Alkali mit allem Nachdruck als gesicherten 
wissenschaftlichen Besitz hinstellt, halt er es an einer 
anderen Stelle desselben Referats, behufsanderweitiger 
Beweisfiihrung, doch fiir denkbar, daB das Alkali diese 
Verbindung verhindere [387]. 


Firth hat noch eine andere Méglichkeit zur Diskussion gestellt: 
Namlich eine getrennte Lokalisation der Milchsaurebildungsstatte und der 
Puffersubstanzen (44). Es wire ja immerhin denkbar, da8 die Milchsaure 
an einem anderen Ort als an der Lagerstatte der alkalischen Salze entstehen 
und so die Eiwei8kérper zur Quellung bringen kénnte. Durch das Studium 
der Milchsiurebildung im Muskel, besonders durch die Embdensche Schule 
(Kondo, Laqueur a. a. O.) sind aber die Bedingungen erkannt worden, 
unter denen die Milchsiure auftritt. Danach ist gerade die Anwesenheit 
alkalischer Salze notwendig, ein Zusatz von Bicarbonat vergriéBert die 
Menge, wahrend umgekehrt saure Salze und Saure das Auftreten hemmen. 

Alsola8tsichauchdurch Annahmeeiner getrennten 
Lokalisation derin Rede stehenden Muskelchemikalien 
die Saiure-EiweiBquellungslehre nicht retten und so 
fallt das ganze Gebiude schon im wesentlichen Punkte 
zusammen. 

Nach dem Vorgange Bernsteins?) hat Firth fiir die zur Quellung 
bestimmten contractilen EiweiSsubstanzen eine ultramikroskopische Struk- 
tur angenommen unter der Begriindung, da8 Bottazzi*) im Buchner- 
preBsaft des Muskels eine ultramikroskopisch sichtbare Ausscheidung 
feinster Teilchen wahrgenommen habe. Mit welchem Recht diesen eine 
besondere Struktur zugeschrieben wird, ist nicht ersichtlich*). 

Wenn man nach dem Verfahren von Hans und Eduard Buchner 
Bakterien oder Hefe bei einigen hundert Atmosphiren Druck auspreBt, 
so kann man auf einen verhaltnismaBig einfach zusammengesetzten PreB- 
saft rechnen, anders liegen die Verhialtnisse, wenn es sich um ein kompli- 
ziertes Gewebe handelt, wie es der Muskel ist. Dieser ist durchzogen von 
zahlreichen Blut- und LymphgefaBen, die ihrerseits wiederum aus einem 
System verschiedenartiger Zellen bestehen. Er enthilt ferner Nerven, 
Bindegewebe, Gewebsfliissigkeit, sowie Fett, Glykogen, Zucker, Albuminate, 
Kreatin, Salze usw. Ein solcher Saft kann daher keine homogene Fliissig- 
keit darstellen, trotzdem soll er nach Firth [380] bloB aus 2 Eiwei8- 
kérpern bestehen. Zieht man in Betracht, da8 beim Auspressen sich 
chemische Veranderungen vollzichen, so kommt man zu der Uberzeugung, 
da8 die sog. Myosingranula aus Stoffen der verschiedenartigsten Natur 
(Myosin, Albumin, Nucleoproteide, Nervensubstanz, Fett, Glykogen usw.) 


1) Bernstein, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 16%, 52. 1915. 

4) Bottazzi und Quagliariello, Arch. internat. de physiol. 
12, 234, 289. 1912; zit. nach Firth. 

8) Vgl. dazu Hiirthle, Berl. klin. Woohenschr. 1921, Nr. 15. 
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bestehen kénnen, die nichts weniger als eine bestimmte Struktur besitzen. 
Mit Recht sagt daher Biedermann!): ,,.Ich bin der Meinung, daB 
man sich bei Aufstellung einer Kontraktionstheorie vor allem 
an die histologisch sichtbaren Elementarbestandteile des 
Muskels undihresichtbare Strukturzu halten hat, Spekulation 
iiber unsichtbare Molekularstruktur aber nach Méglichkeit 
ver meiden sollte.“ 

Diese Anschauung Biedermanns ist um so mehr berechtigt, als 
begriindete Aussicht besteht, daB wir mit den histologisch sichtbaren 
Anordnungen auskommen werden und dhnliche Strukturen beim Binde- 
gewebe*) (Pia mater) Anhaltspunkte liefern, wie wir uns den Bau und die 
Funktion der contractilen Elemente vorzustellen haben. 

Von einer Lehre iiber die Muskelkontraktion ist zu fordern, daB sie 
sich mit allen Eigenschaften des Muskels, soweit es die Hilfsmittel gestatten, 
in Einklang bringen laBt.» Wenn aber wie bei der Quellungstheorie schon 
die Grundbedingung nicht einwandfrei dasteht, so ist in anderen Beziehungen, 
von Zufilligkeiten abgesehen, erst recht keine Ubereinstimmung zu er- 
warten. Durch die Annahme der ultramikroskopischen Struktur hat Fiirth 
fiir eine Anzahl Eigenschaften eine kiinstliche Harmonie geschaffen, aber 
nach dem Vorgesagten diirfte damit keine Férderung wissenschaftlicher 
Bestrebungen erreicht sein. 

Mit vorstehenden Ausfiihrungen ist die Unhaltbarkeit der Quellungs- 
theorie in den wesentlichsten Punkten geniigend bewiesen, da sie aber schon 
viele Anhanger besitzt, will ich im Interesse der Klarstellung dieser wichtigen 
Angelegenheit unter Einhaltung der friiheren Reihenfolge noch die anderen 
Streitfragen besprechen: 


I. Einwiinde gegen die Siure-Eiwei8quellungstheorie. 


ad 1. (42) [(121)]. Die Quellungstheorie vernachlassigt das 
Schicksal der durch die Alkalien neutralisierten Milchsaure 
vollkommen. 

Nachdem Fiirth mit Riicksicht auf die Einwinde Bergs und 
v. Tschermaks (a. a. O.) ausdriicklich den Vorgang der Neutralisation 
der Milchsiure [406] bestatigt hat, wire es notwendig gewesen, AufschluB 
dariiber zu geben, wie das gebildete Kaliumlactat im Organismus weiter 
verarbeitet wird und in welcher Beziehung zur Quellungstheorie es steht. 

ad 2. (43) [(122)]. Die Unméglichkeit der Existenz freier 
Milchsaéure wurde schon in der Einleitung ausfihrlich bespro- 
chen. Mit diesem Nachweis fehlt der Quellungstheorie der Kontraktion 
und der Totenstarre jede Berechtigung. In den Lehrbiichern finden sich 
iiberall Angaben, daB im Muskel bei der Arbeit Milchsiure entsteht. Die 
Urheber der Quellungshypothese sind der miBverstandenen Auffassung zum 
Opfer gefallen, daB diese Séure in freiem Zustande existiert. 


1) W. Biedermann, Ergebn. d. Physiol. 8. 1909. 
*) Vgl. dazu Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 174, 427/28. 1919; 
FuBnote 3. 
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ad 3. (44) [(125)]. Gegen die Quellungstheorie wurde der 
berechtigte Einwand erhoben, daB sie die Erschlaffung nicht 
erklart. Zur Einleitung der Erschlaffung durch Entquellung wurden eine 
Reihe von Méglichkeiten aufgestellt: 

a) Beseitigung der Milchsiure durch Oxydation; 

b) Beseitigung der Milchséure durch Neutralisation; 

c) Riickfiihrung der Milchsiure in eine Vorstufe, Amidierung der 

Milchséure, Umwandlung in cyclische Komplexsalze usw. ; 

d) Dehydratation des gequollenen EiweiBes durch Salze. 

Saimtliche Méglichkeiten sind anfechtbar. Die oxydative Beseitigung 
erklairt die anoxybiotische Muskelarbeit nicht, die Neutralisation verhindert 
die Quellung und zu den anderen Erklarungsvorschligen auBert sich 
Verzar?) wie folgt: 

»lmmerhin scheint es doch recht schwer zu erkliren, daB im 
Moment der Anoxybiose der Muskel zu einer neuen Art der Entfernung 
der Milchsaure greifen soll. DaB der normale Weg der Entfernung unter 
Sauerstoffverbrauch erfolgt, scheint nach den Gaswechselversuchen wohl 
kaum anzweifelbar.“ 

Zu c) und d) ist noch zu bemerken, daB sie keinen Aufschlu8 geben 
iiber die Herkunft der Kohlensiure bei der anoxybiotischen Muskelarbeit. 

ad 4. (44) [(126)]. Die Quellungstheorie erklirt die anoxy- 
biotische Muskelarbeit nicht. Die Griinde wurden schon im vorher- 
gehenden Abschnitt 3 aufgefiihrt. 

ad 5. (44, 45) [(127)]. Uber die Regeneration der Alkalescenz 
beim Erholungsvorgang gibt die Quellungstheorie keinen 
Aufschlu8. Die neuerdings von Firth (44) angefiihrte Méglichkeit 
der Regeneration der Alkalescenz durch Riickfiihrung der Milchséure 
in eine Vorstufe wire annehmbar, wenn dadurch die Gesamtmenge der 
gebildeten Milchsiure beseitigt wiirde. Zum mindesten muB aber ein Teil 
von ihr abgebaut werden, denn sonst bestiinde keine Méglichkeit zur Be- 
schaffung der Energie fiir die Arbeitsleistung. Nun hat aber Fiirth aus- 
driicklich die Neutralisation eines Teiles der Milchsiure [406] zugegeben. 
Dadurch werden dem Muskel natiirlich alkalische Valenzen entzogen. 
Wenn sich dieser Vorgang wiederholt, so wird der Alkalescenzvorrat er- 
schépft und der Muskel wird sauer. Die Quellungstheorie gibt uns keinen 
Aufschlu8 dariiber, wie sich dieser Vorgang vollzieht. 

ad 6. (45) [(127)]}. Meinen Einwand, daB die Ausniitzung 
der dem Muskel zur Verfiigung stehenden Energie nach der 
Quellungstheorie nicht ersichtlich ist, halte ich vollkommen auf- 
recht und verweise auf meine friihere unwiderlegte Beweisfiihrung [(127)]. 
Schreber*) hat seine Anschauung tiber die Energieausnutzung von rein 
physikalischen Gesichtspunkten aus dargelegt, ohne die besonderen Ver- 
haltnisse des Stoffwechsels zu beriicksichtigen. Auf das Widersinnige der 
Annahme, daB der Muskel sich bei der Erschlaffung mit der Menge poten- 


1) Fr. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 15, 99. 1916. 
*) K. Schreber, Pfligers Arch. f. d. ges. Physiol. 159, 288. 1914. 
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tieller Energie beladen miiBte, die er bei der vorhergehenden Kontraktion 
verbraucht hat, ist er gar nicht eingegangen. Auch Reach?) vertritt den 
Standpunkt, daB eine Anzahl von Tatsachen der Muskelstoffwechsel- 
physiologie mit der Quellungstheorie unvereinbar sind. 

ad 7. (45) [(128)]. Die Quellungs- und Entquellungsvorgange 
voliziehen sich viel zu langsam, um die explosionsartige Ge- 
schwindigkeit zu erklaren, mit der der Muskel arbeitet. Die 
Annahme, da bei ultramikroskopischen Entfernungen die Prozesse sich 
rascher vollziehen, ist an sich richtig, aber die ultramikroskopische Struktur 
ist nicht nur nicht bewiesen, sondern auch sehr unwahrscheinlich. Ferner 
kommen bei der Gréberschen*) Beweisfiihrung 3 Vorginge in Betracht, 
die eine gewisse Zeit beanspruchen, nimlich Quellung, Beseitigung der 
Milchséure und Entquellung. Quellungsvorginge sind aber sehr langsam 
reversibel, d. h. die Entquellung ist sehr zeitraubend. 

Schreber (a. a. O. S. 289) schreibt: Die Vertreter der Quellungs- 
hypothese hitten zunichst eine Maschine zu ersinnen, die einen Wirkungs- 
grad von 60% erméglicht und dann nachzuweisen, daB die Bedingungen, 
unter denen die Maschine arbeitet, im Kérper méglich sind. 

Man kann sich vorstellen, wie eine solche nach Art einer Lokomobile 
konstruierte Maschine arbeiten wiirde. Zur Quellung wire schon etwa 1 Tag 
erforderlich und zur Entquellung etwa 2 Tage, d. h. das Rad der Lokomobile 
wiirde in 3 Tagen eine Umdrehung machen. 


II. Entgegnung auf die Einwiinde gegen die osmotische und Kohlen- 


siure-Theorie. 
A. Einwinde gegen die osmotische Theorie. 

ad a). (45) [(129)]}. Der Einwand betr. Struktur der Fibrillen 
ist in meinem Sinne erledigt. 

ad b). (46) [(136)]. Nach Firth soll die vorhandene Menge 
Sarkoplas ma allzu gering sein, um eine ausgiebige Flissigkeits- 
aufnahme aus dem Sarkoplasma in die Muskelelemente wahr- 
scheinlicherscheinenzulassen. Diese Behauptung ist gegenstandslos, 
weil bekannt ist, daB viele Muskeln, insbesondere die rascharbeitenden 
(roten), sogar sehr viel Sarkoplasma enthalten, dessen Menge in Zusammen- 
hang mit der physiologischen Funktion steht. Tatsachlich ist immer Sarko- 
plasma vorhanden und daher auch immer die Méglichkeit der Fliissigkeits- 
aufnahme gegeben. Die sich nach dem Bediirfnis richtenden Mengenverhilt- 
nisse kénnen am Prinzip nichts andern. 

adc). (46) ((131)]. Ein weiterer Einwand gegen die osmotische Theorie 
lautet: Bei der Beobachtung der Kontraktion am lebenden 
Muskel vermochte Hiirthle weder eine Volumzunahme der 
Fibrillen im ganzen noch ihrer doppeltbrechenden Abschnitte 
festzustellen. Hieriiber auBert sich Hiirthle*) in seiner Entgegnung 


1) F. Reach, Fortschr. d. Naturwiss. 10, 125. 1914. 
2) J. Gréber, Miinch. med. Wochenschr. 59, 2433. 1912. 
*) K. Hiirthle, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 58, 102. 1914. 
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auf die Bedenken Meigs') wie folgt: ,,.Die Quellungshypothese in 
der Formulierung von Mc Dougall, wonach die Fibrillen im 
ganzen die quellenden Elemente darstellen, laB8t sich an den 
lebenden Fasern insofern weder bestatigen noch widerlegen, 
als die Photogram me iiber das Verhalten der einfachbrechenden 
Abschnitte der Fibrillen wederim polarisierten nochimgewéhn- 
lichen Licht AufschluB geben.“ 

Durch diese Erklirung Hiirthles wird der Fiirthsche Einwand 
hinfallig, im tibrigen verweise ich nochmals auf meine theoretischen Er- 
wagungen iiber die Arbeitsleistung bei konstantem Volumen. 

Allbekannt ist die Tatsache, daB Quellungserscheinungen mit Volum- 
vermehrung einhergehen. Der an sich unbegriindete Einwand wiirde daher 
auch gegen die Quellungstheorie sprechen. 

ad d). (46) [(132)]. Die osmotische Theorie soll auf die glatte 
Muskulatur nicht anwendbar sein. Die Kinzelheiten iiber den Bau 
der glatten Muskulatur sind wenig bekannt. Solange diese Schwierigkeiten 
nicht iiberwunden sind, kénnen Schliisse iiber die Berechtigung oder Nicht- 
berechtigung einer Kontraktionslehre nicht gezogen werden. Der Einwand 
ist also zu einer Beweisfiihrung ungeeignet. 

ade). (46). Die os motische Theorie soll keinen Anhaltspunkt 
fiir die Erklirung der elektrischen Erscheinungen bei der 
Muskelkontraktion liefern. Wenn auch die osmotische Theorie 
in der friiheren Form die elektrischen Erscheinungen nicht erklart, so geniigt 
sie den Anforderungen in Verbindung mit der Kohlensauretheorie. Ich habe 
schon ausdriicklich [(133)] auf die Habersche*) Auffassung iiber die Ent- 
stehung der elektrischen Phasengrenzkriafte hingewiesen. Sie steht voll- 
kommen auf dem Boden der tatsichlichen Stoffwechselvorgiinge, insbeson- 
dere des Kohlensiurestoffwechsels und ist im Einklang mit den Vorstellungen 
von Hermann und Tschagoretz*). Haber und Tschagoretz sind auf 
verschiedenen Wegen zu derselben Anschauung gelangt. Gegen die Pauli- 
sche Deutung der Entstehung der Muskelstréme gilt derselbe Einwand 
wie gegen die Quellungstheorie (Fehlen der freien Milchséure). Auch 
Verzar (a.a.O.) wendet sich aus dreierlei Griinden gegen die Paulische 
Auffassung. : 

ad f). (46) [(133)]. Die os motische Theorie tragt dem optischen 
Verhalten des Muskelsin keiner Weise Rechnung. Wenn man auf 
diesen Einwand naher eingeht, so sté8t man auf die widersprechenden 
Anschauungen zweier ausgezeichneter Beobachter [387]. Die Klarstellung 
der Verhialtnisse bietet also den Histologen noch Schwierigkeiten. Es ist 
daher zwecklos, die Verinderungen der Doppeltbrechung bei der Kon- 
traktion beispielsweise durch Stoffwechselvorginge oder Fallungserschei- 


1) E. B. Meigs, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 158, 92. 1914. 

*) Fr. Haber und Z, Klemensiewicz, Zeitachr. f. physikal. Chem. 
67, 385. 1909. 

3) Lit. nach Fr. Verzar, Ergebn. d. Physiol. 15, 93 u. 98. 1916, 
FuBnote 2; W. Biedermann, Ergebn. d. Physiol. 2, 174. 1903. 
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nungen erkliéren zu wollen. Zu einer Beweisfiihrung pro oder contra ist 
das optische Verhalten einstweilen nicht geeignet, weil man nicht wissen 
kann, wie die endgiiltige Entscheidung ausfallen wird. 


B. Einwinde gegen die Ko hlensiuretheorie. 


ad a). (47). Absolute Muskelkraft. Um Wiederholungen zu 
vermeiden, verweise ich zunadchst auf meine fritheren Ausfiihrungen [(134)], 
die Fiirth im wesentlichen als berechtigt anerkennen muBte. Bei Zugrunde- 
legung der Hialfte des Fibrillenvolumens als Druckraum berechnet sich, 
daB von 1 kg (= ca. 1 Liter) Muskel nur der 6. bis 10. Teil, d. h. 170 bis 
100 ccm (im Mittel 135 ccm) als solcher in Frage kommt. Dem von Fiirth 
vorgeschlagenen Milchsaurebildungsmaximum von 0,5%, d. h. 2,5 g pro kg 
Muskel entsprechen 2,444g CO,. Bei einem spezifischen Gewicht der 
Kohlensaéure von 1,965 nehmen diese 2,444 g einen Raum von 1,244 Liter 
bei 0°C ein. Es ist also der Druck zu berechnen, den 1,244 Liter CO, 
ausiiben, wenn sie bei Muskeltemperatur (ca. 38° C) auf 135 com zusammen- 
gepreBt sind. Nach dem Boyleschen Gesetz ergibt sich dann bei 0° ein 
Druck von 9,2 Atmosphiren, der sich nach Gay -Lussac bei 38° auf 
10,49 Atm. erhéht. Es besteht demnach die Méglichkeit schon, ohne die 
Hilfe des osmotischen Druckes und ohne eine Temperaturerhéhung im 
Muskel einen Uberdruck von 10 Atm. zu errechnen. Da osmotischer und 
Kohlensauredruck gleichzeitig wirken, ist es nicht mehr nétig mit Zuntz') 
auBergewohnlich hohe Temperaturen anzunehmen. Die Zweifel Fiirths 
an der Méglichkeit der Entstehung hohen Drucks wegen der Durchlissigkeit 
der Wande teile ich nicht. Ich stelle sie mir auch als durchlassig fiir CO, 
vor, aber nur in beschrinktem MaBe, so daB sie nur eine langsame Kohlen- 
sdureabfuhr gestatten. Durch die explosionsartige Kohlenséureentwicklung 
(man erinnere sich nur an das Brausepulver) entsteht momentan ein hoher 
Druck, der aber rasch zuriickgehen mu8, weil sonst die Erschlaffung unmég- 
lich wire. Dies wird erméglicht durch die Anwesenheit von Dikalium- 
phosphat und Kaliumalbuminat. Bei der Einwirkung von CO, auf die 
erwahnten Substanzen wird Bicarbonat regeneriert, so daB der Muskel 
sofort zur nichsten Druckbildung bereit ist. Es wird sich also fiir kurze Zeit 
ein Druck von 10 Atm. erreichen lassen, aber um ihn zu halten, miissen 
immer neue Reize (wie beim Tetanus) folgen, um immer von neuem CO, 
zu produzieren. Auf diese Verhialtnisse werde ich bei Besprechung der 
Energieausnutzung noch zuriickkommen. 

ad b). (48) [(137)]. In Rohrzuckerlésungen verlieren die 
Muskeln nach Overton?) ihre Natriumsalze und damit die Er- 
regbarkeit (435). Durch Einlegenin Natriumsalzeirgendwelcher 
Natur gewinnen sie diese zuriick. Von der irrtiimlichen Arnahme aus- 
gehend, da8 im Muskel Natriumbicarbonat enthalten sei, das durch die 
Rohrzuckerlésung ausgelaugt wird, glaubt Fiirth einen Einwand gegen die 


1) N. Zuntz, Oppenheimers Handbuch der Biochemie Bd. IV (1), 
8S. 863. 
*) Overton, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 92. 381. 1902. 
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Kohlensauretheorie herleiten zu kénnen. Die Unerregbarkeit, meint Firth, 
lieBe sich durch Entfernung des Natriumbicarbonats erkliren, aber die 
Wiederherstellung der Erregbarkeit diirfte nur wieder durch Bicarbonat, 
nicht aber durch andere Natriumsalze méglich sein. In dieser Form ware 
der Einwand berechtigt, aber tatsichlich liegen andere Verhiltnisse vor: 
Es ist nachgewiesen, daB der Muskel in Rohrzuckerlésungen seine Kon- 
traktionsfihigkeit nicht vollkommen verliert') und nicht Natriumbicarbonat, 
sondern das entsprechende Kaliumsalz [(137)] befindet sich im Muskel, 
der das Vermégen hat, Kaliumsalze festzuhalten. So fanden Urano?) 
und Meigs*), da8 durch eine 61/, proz. Rohrzuckerlésung aus dem Muskel 
in erster Linie Natriumsalze und fast keine Kaliumsalze extrahiert werden. 
Fiir die Behauptung, daB Kaliumbicarbonat extrahiert wird, ist Fiirth 
den Beweis schuldig geblieben. 

adc). (48) [(138)]. Nach meinem auf histologischen Unterlagen kon- 
struierten Muskelmodell besteht die Méglichkeit, daB sich die Muskel- 
elemente tiber die Kugelgestalt hinaus zusammenziehen kénnen‘), und damit 
ist ohne weiteres die Méglichkeit jedes Verkiirzungsgrades gegeben, wie 
man sie am Muskel beobachtet. (Im mikroskopischen Bild sind die dabei 
sich vollziehenden Formanderungen deshalb nicht verfolgbar, weil nach 
Hirthle [a. a. O.] die Photogramme iiber das Verhalten der einfachbrechen- 
den Abschnitte keinen Aufschlu8 geben.) Der dem Fiirthschen Einwand 
zugrunde liegende Gedanke ist nicht neu, sondern gerade diese Erwaigung 
war die Veranlassung zu einem genaueren Studium der Verhaltnisse*) und 
zur Konstruktion der Muskelmodelle. Dabei hat sich gezeigt, daB ahnliche 
Strukturen beim Bindegewebe vorkommen*) und ferner, da8 ein zweites 
Verkiirzungsmoment besteht’), das ich als Biindelverkiirzung bezeichnet 
habe [(139)}. 

Ich werde an anderer Stelle den Beweis fiihren, daB die beobach- 
teten Verkiirzungsgrade schon bei Annahme der Kugelgestalt (der Muskel- 
elemente) erreicht werden kénnen. 


Ill. Uber das Vorkommen und die Bedeutung der Alkalialbuminate 
im Muskel (49) [447] [(140)]. 

Bei der Extraktion midglichst frischer Muskeln werden im Kochextrakt 
erhebliche Mengen von Kaliumalbuminat gefunden, die gradatim abnehmen, 
je saurer der Muskel wird, weil die sich bildende Milchséure aus dem Kalium- 
albuminat die wasserunlésliche Komponente abscheidet und dadurch die 
Totenstarre einleitet. Bei Leichen, die keine oder nur eine geringe Toten- 
starre aufweisen, findet sich das Kaliumalbuminat im Kochextrakt in groBer 

1) P. Jensen, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 160, 333. 1915. 

*) F. Urano, Zeitschr. f. Biol. 50, 212. 1907; 51, 483. 1908. 

3) J. B. Meigs, Journ. of exp. Zoology 13, 498. 1912. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 169, 492. 1917. 

5) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 168, 174. 1916. 

*) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 174, 428. 1919; Anmerkung. 

7) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 169, 502. 1917. 
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Menge, bei Leichen mit starker Totenstarre sind im Extrakt nur noch Spuren 
desselben'). Bei starker Totenstarre ist also die Eiwei8komponente im 
Muskel abgeschieden worden. Beim Herzmuskel menschlicher Leichen 
findet man haufig, daB der linke Ventrikel eine kraftigere Totenstarre 
besitzt als der rechte, dementsprechend zeigt der rechte mehr Albuminate 
im Kochextrakt als der linke*). Die Verhiltnisse sind so charakteristisch, 
daB an der Praexistenz der Kaliumalbuminate kein Zweifel bestehen kann, 
auch ist nicht einzusehen, wie im Kochextrakt desselben Herzens oder 
desselben Skelettmuskels im einen Fall ein Kunstprodukt entstehen soll, 
im anderen nicht. Fiir die Behauptung, da8 ein Kunstprodukt vorliegt, 
ist Fiirth in diesem Falle auch wieder den Beweis schuldig geblieben. 
Auch aus der Literatur ergibt sich die Unrichtigkeit dieser Behauptung. 
Albuminate sind allenthalben unter den MuskeleiweiBkérpern gefunden 
worden [(141)], Je nach der Arbeitsweise und dem Stadium der postmortalen 
Saurebildung waren die nachgewiesenen Mengen gréGer oder geringer. 
Besonders Kiihne*) hat in grundlegenden Untersuchungen nachgewiesen, 
daB bei sorgfailtiger Kiihlung viel Kaliumalbuminate im PreBsafte vorhanden 
sind. Firth allerdings hat diese Kihlung fiir iiberfliissig gehalten. Die 
Kaliumalbuminate sollen dem Myosinogen Halliburtons entsprechen. 
Fiir unsere Beweisfiihrung ist es gleichgiiltig, mit welchem Namen diese 
EiweiBkérper unbekannter Konstitution belegt werden. Wesentlich ist 
nur, daB die Eigenschaften iibereinstimmen. Sie miissen bei Kérpertempe- 
ratur mit Kaliumbicarbonat unter CO,-Entbindung in Lésung gehen bzw. 
je nach Temperatur, Mengen und Druckverhiltnissen zu der im folgenden 
Schema ausgedriickten reversiblen Reaktion befahigt sein: 
Alb*) H + KHCO, * Alb K + CO, + H,O. 

Die Existenz solcher Eiwei8kérper im Muskel ist auBer Frage, denn auSer 
Kibhne u. a. schreibt Tigerstedt in seinem Lehrbuch ,,Die alkalische 
Reaktion des Muskels ist durch Alkalibicarbonat, Diphosphat und Alkali- 
verbindungen der EiweiSkérper bedingt.“ Vgl. dazu die friiheren Ausfiih- 
rungen [(140—144)}. 

Aus dem Vorhandensein von Kaliumalbuminaten 
im Kochextrakte frischer oder nicht totenstarrer 
Muskeln und dem Fehlen derselben im Extrakte 
der totenstarren Muskeln’) ergibt sich, da8 die 
Totenstarre neben osmotischem und Kohlensdure- 
druck auf Eiweiffallung und nicht auf EiweiB- 
quellung beruht. 

1) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 174, 438. 1919; Berl. klin. Wochen- 
schr. 1919, Nr. 42, S. 990. 

*) Unveréffentlichte Versuche des cand. med. Oberzimmer. 

%) Kahne, Untersuchungen iiber das Protoplasma. Leipzig 1864. 

*) Alb = EiweiSkomponente. 

5) Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol 174, 438. 1919; Berl. klin. 
Wochenschr. 1919, Nr. 42, 990. 
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Anhang. 


Der Gaswechsel bei der anoxybiotischen Arbeit als Stiitze der 
Kohlensiuretheorie. 


Der ausgeschnittene Muskel produziert auch in sauerstoff- 
freier Atmosphire Kohlensaure*). In einer Stickstoffatmosphire 
fand Fletcher?) im ersten Stadium des Uberlebens die Kohlen- 
siureproduktion gegeniiber der Norm vermindert (vielleicht sogar 
ganz unterbrochen), nach 4—5 Stunden war aber die CO,-Abgabe 
ebenso groB wie die des Kontrollmuskels in Luft. Bei der anoxybio- 
tischen Arbeit beobachtete Hermann’) eine Steigerung der CO,- 
Produktion. Diese vermehrte CO,-Produktion fehlt nach Fletcher 
bei kurzdauernden Versuchen, sie stellt sich aber ein bei wieder- 
holter Reizung und ist dann vom Eintritt der Totenstarre begleitet. 
Diese eigenartigen Erscheinungen lassen sich durch die Kohlen- 
siuretheorie und die Rolle der Puffersubstanzen im Muskel er- 
kliren. Die in Frage kommenden chemischen Prozesse sind die 
folgenden : 


I. CH, CHOHCOOH + KHCO, = CH,CHOHCOOK + CO, + H,0, 
Il. K,HPO, + CO, + H,O 2 KH, PO, + KHCO,. 


Entsteht infolge eines Reizes Milchsaiure, so wird diese sofort 
nach Formelgleichung I unter Kohlensiureproduktion neutra- 
lisiert. Der entstandene Kohlensiuredruck im Verein mit dem 
osmotischen Druck ist die Kraftquelle. Der Kohlensiuredruck 
wird rasch durch das in reichlicher Menge vorhandene Dikalium- 
phosphat beseitigt und dadurch wird eine rasche Riickkehr in den 
Erschlaffungszustand médglich. Dieser Vorgang erfolgt nach 
Gleichung II, wobei KHCO, regeneriert wird. So erklart sich, 
daB zunichst bei Abwesenheit von Sauerstoff eine Verminderung 
der Kohlenséureproduktion eintritt (obwohl eine gewisse Menge 
CO, nachweisbar sein wird, weil die Wande der Muskelelemente 
bis zu einem gewissen Grad fiir CO, durchlissig sein werden). 
Wiederholen sich die Reize, so wird allmahlich der Vorrat an 
Dikaliumphosphat erschépft, es geht vollkommen in Monophosphat 
iiber und hat damit die Fahigkeit zur Kohlensiureaufnahme ver- 


1) Siehe z. B. bei O. Frank, Ergebn. d. Physiol. 3, 389. 1904; Fr. 
Verzar, Ergebn. d. Physiol. 15, 36 u. 64. 1916. 

*) W. M. Fletcher, Journ. of physiol. 23, 410. 1898/99. 

3) L. Hermann, Untersuchungen tiber den Stoffwechsel des Muskels. 
1867. 
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loren. Wird dann von neuem Milchsiaure gebildet, so kann sich nur 
noch ProzeB I vollziehen, d. h. es muB zu einer vermebrten 
CO,-Abgabe kommen. Dann ist aber auch der Zeitpunkt ge- 
kommen, wo das Monokaliumphosphat bzw. die entstehende 
Milchsiiure die Gesamtmenge der vorhandenen Kaliumalbuminate 
unter Abscheidung der EiweiBkomponente zerlegen. Die halbfeste 
Ausscheidung verhindert die Riickkehr des Muskels in die Ruhe- 
lage, d. h. die Totenstarre tritt ein. 


Der Verkiirzungsriickstand nach der Kohlensauretheorie. 


In 4hnlicher Weise 1a8t sich auch der Verkiirzungsriickstand 
nach hochgradiger Ermiidung erklaren. Durch wiederholte Reize 
und Kohlensaureproduktion wird das Dikaliumphosphat groBen- 
teils aufgebraucht (ganz erschépft wird es deshalb nicht, weil 
gleichzeitig bei Anwesenheit von Sauerstoff durch Oxydation aus 
dem Kaliumlactat Kaliumbicarbonat regeneriert wird). Immerhin 
kann durch das Uberhandnehmen des Monokaliumphosphats der 
Kohlensaéuredruck nur langsam und unvollkommen beseitigt 
werden. Vielleicht ist auch schon ein Teil des Alkalialbuminats 


zerlegt worden. Dadurch wird der Muskel behindert, vollkommen 


in die Ruhelage zuriickzukehren. 


Die tonische Muskelkontraktion nach der Kohlens&uretheorie. 
Wird die Saurebildung durch tetanische Reize (und die damit 
verbundene Hemmung der Sauerstoffzufuhr) intra vitam so weit 
getrieben, da8 das Dikaliumphosphat aufgebraucht wird, so wird 
schlieBlich das gleichfalls als Puffer wirkende Kaliumalbuminat 
nach folgendem Schema zerlegt: 


CH, CHOH COOK + KAlb = CH, CHOH COOK + AIbH. 


Auch in diesem Falle scheidet sich das Albuminat-EiweiS als 
dicker, steifer weiBer Brei aus, der den Muskel verhindert, in die 
Ruhelage zuriickzukehren. [Dadurch lieBe sich die Beobachtung 
Biedermanns') erklaren, daB die glatten Muskeln gewisser 
Wiirmer und Mollusken im Ruhezustand glashell und durchsichtig 
sind, wahrend sie bei der Kontraktion wei8 und triibe verbleiben, 
bis die Zusammenziehung aufgehért hat. | 

Wird die Blut- und Sauerstoffversorgung aus irgendeinem 
Grunde ausgeschaltet, so beharrt der Muskel in diesem Spannungs- 


1) W. Biedermann, Ergebn. d. Physiol. 8, 151. 1909. 
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zustand. Unter solchen Umstinden zeigt der Muskel keine Stoff- 
wechsel-, Warme- und Ermiidungserscheinungen und auch die 
Aktionsstréme miissen fehlen'), er wirkt also lediglich als Sperr- 
vorrichtung. Dieser Zustand ist, zum Unterschiede von der Toten- 
starre, reversibel. Nach Wiederherstellung der Blutzufuhr wird 
das ausgeschiedene Eiwei8 wieder in Lésung gebracht, so daB der 
Muskel in die Ruhelage zuriickkehren kann. Die Lésung des Ei- 
weiBes geschieht unter Kohlensiureentbindung durch das Alkali- 
bicarbonat, das erst wieder durch Oxydation des Kaliumlactats 
entsteht oder aus dem Blute stammen kann. 

Auf diese Weise lassen sich auch pathologische Erscheinungen, 
soweit sie hypertonischer Natur sind, wie z. B. Muskelharten, er- 
klairen?). 

Zur Frage der Energieausniitzung nach der osmotischen und 
Kohlensauretheorie. 

Um einer maximalen Muskelkraft von 7 kg pro gem auf Grund 
der osmotischen Drucksteigerung im Innern der Muskelelemente 
gerecht zu werden, sah sich bekanntlich Zuntz (a. a. O.) gendtigt, 
eine erheblich erhéhte Temperatur, verursacht durchdieOxydations- 
prozesse, anzunehmen. Die errechneten hohen Temperaturgrade 
scheinen aber mit der lebenden Substanz unvertraglich und bilden 
ein Hauptargument gegen die osmotische Theorie*). Diese Verhilt- 
nisse gestalten sich wesentlich anders, wenn man den Kohlensiure- 
druck beriicksichtigt, der gleichzeitig mit dem osmotischen Druck 
zur Geltung kommt. Es ist dann nicht nétig, auBergewdhnliche 
Temperaturerhéhungen in Rechnung zu stellen, wenn auch mit 
einer maBigen Steigerung gerechnet werden kann, was ja schon aus 
der erhéhten Kérpertemperatur bei der Muskelarbeit hervorgeht. 

Die jetzt wohl allgemein akzeptierte Anschauung, daB anoxy- 
biotische Vorgiinge die Ursache der Muskelkontraktion bilden, 
findet eine weitere Stiitze in einigen neuerdings experimentell 
sichergestellten Stoffwechselvorgingen im Muskel. Nach den 
Untersuchungen von Meyerhof*) wird wihrend des Erholungs- 


1) O. Frank, Ergebn. d. Physiol. 3, 495. 1904. 

*) E. Grafe, Dtsch. med. Wochenschr. 1920, Nr. 49. Fr. Lange 
und G. Eversbusch, Miinch. med. Wochenschr. 68, Nr. 14, S. 418. 1921. 

’) K. Schreber, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 159, 288. 1914. 

*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 182, 267. 1920; 
185, 15. 1920. 
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prozesses 2/,—3/, der gebildeten Milchséure in das hochmolekulare 
Glykogen zuriickverwandelt. Dadurch findet eine Verminderung 
des osmotischen Druckes statt, die die Riickkehr in die Ruhelage 
erleichtert und andererseits steht beim Abbau des regenerierten 
Glykogens zur Milchsiure dem Muskel eine weitere Quelle osmo- 
tischer Energie zur Verfiigung’), die letzten Endes eine Ausniitzung 
der Verbrennungswarme der Kohlenhydrate bedeutet. Der Rest 
der Milchsiure, d.i. '/, bis 1/, der Gesamtmenge, wird nach erfolgter 
Neutralisation als Alkalilactat oxydiert und liefert die die Muskel- 
arbeit begleitende Warme, wovon ein geringerer Teil zu der er- 
wahnten Regeneration des Glykogens verbraucht wird. Ein Teil 
der im Lactat gespeicherten Energie kann noch in anderer Weise 
zur Arbeitsleistung herangezogen werden. 

Stellt man sich vor, daB das milchsaure Kali zu brenztrauben- 
saurem Kali oxydiert wird und dieses der Carboxylasespaltung 


Schema des Glykogenabbaues im Muskel unter dem 
EinfluB von hydrolytischen und oxydierendenFer- 
menten insbesondere der Carboxylase. 








ische, der Erholung 
Anoxybiotische, der Arbeitsleistung dienende Prozesse ——- patna me 


Osmotischer Druck Kohlens&uredruck Warmeproduktion 
(hydrolytischer Abbau) (Neutralisation) (Oxydation) 








(C,H,,.0,),H,0 + 8H,O = 18 C,H,O, | 18C,H,0, + 18 KHCO,=18C,H,0,K 18 CH,CHOH COOK + 9 0, 
Glykogen Milchséure Kaliumiactat Kaliumlactat 
Zawachs: 18 Molekiile + 18CO3 + 18H,0 = 18 CH,COCOOK + 18 H,O 
brenztraubensaur. Kal. 


18 CH,COCOOK + 18H,0 18 CH,CHO + 9 0, =18CH,COOH®) 
= 18 KHCO, + 18 CH, CHO Essigsure 
(Acetaldehyd) 

Zuwachs: 18 Molekiile 18 CH,COOH + 18KHCO, 
= 18CH,COOK + 18 CO, + 18H,0 





Proze8 des Abbaues zur Ein- Oxydationsvorgang zur Ameisen- 
kohlenstoffreihe | séure *) 
Zawachs: 18 Molekiile |18CHOOH+18KHCO,=18CHOOK] 18 CHOOK + 90, = 18 KHCO, 
| Ameisensdure ameisensaur. Kal. 
+ 18 CO, + 18,0 





1) Als Zwischenprodukt entsteht die hochmolekulare Hexosephos- 
phorsiure. Vergl. Embden und Laqueur, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
113, 1921; 1. 

*) Essigsiure wurde im Muskel nachgewiesen, vgl. Brieger, Ber. 
d. Dtsch. Chem. Ges. 10, 1028. 

3) Nach Stepp und Lange, sowie Stepp und Zumbusch entsteht 
beim Kohlenhydratabbau Ameisensiure. Diese Zeitschr. 107, 60. 1920; 
Zeitechr. f. physiol. Chem. 109, 99. 1920. 








— 


ERR 











300 L. Wacker: 


nach Neuberg?) unterliegt, so wird die weitere Méglichkeit zur 
Gewinnung anoxybiotischer Energie klar ersichtlich. 

Die Vorginge sind, ohne Beriicksichtigung allenfallsiger Zwi- 
schenprodukte beim Abbau von Glykogen zur Milchsdure, in der 
vorstehenden schematischen Ubersicht wiedergegeben: 

Wie aus diesem Schema ersichtlich, zerfallt der Glykogen- 
abbau?) in 3 hydrolytische Prozesse, charakterisiert durch den 
Zuwachs von je 18 Molekiilen, die die Vermehrung des osmotischen 
Druckes bedingen. Ferner vollziehen sich 3 Neutralisationsvor- 
gange, die zur Steigerung des Kohlensaiuredruckes fiihren, und 
schlieBlich kommen noch 4 Oxydationsvorginge in Frage. Die 
Carboxylasespaltung und der letzte Oxydationsproze8 liefern 
Kaliumbicarbonat. Die Entstehung des Kaliumbicarbonats beim 
letzten oxybiotischen Vorgang deckt sich mit der Tatsache der 
Regeneration der Alkalescenz bei der Erholung. Die anoxybiotisch 
frei werdenden Energien sind direkt zur Kraftiibertragung geeignet. 


Die bei der Kontraktion frei werdende (initiale) Warme wurde von 
Hill*) u. a. gemessen. Sie betrigt pro 1 g gebildete Milchsiure 449 Cal. 
Rechnet man die Verbrennungswirme des Glykogens zu 4190 Cal., jene 
der Milchsiure zu 3661 Cal., so entsprechen den aus 1 g Glykogen ent- 
stehenden 1,097 g Milchsiure 4016,1 Cal., d. h. 1g Glykogen enthalt 
174,5 Cal. mehr als 1,097 g Milchsiure, folglich werden auf 1 g Milchsiure 
159 Cal. frei. Dazu kommt noch die Neutralisationswirme der Milchsiure, 
Essigsiure, Ameisensaéure im Betrage von dreimal ca. 27 Cal. = ca. 81 Cal., 
in Sa. 159 + 81 = 240 Cal. Es fehlen demnach gegeniiber der von Hill 
gemessenen Warme noch 449 — 240 = 209 Cal. Uber die Herkunft dieses 
Uberschusses herrscht noch Unklarheit. Meyerhof (a. a. 0.) spricht die 
Vermutung aus, daB er nicht chemischen Ursprungs sei, sondern auf die 
die Ermtidung begleitenden physikalischen Vorgange, wie Quellung, Ad- 
sorption, kolloide Zustandsinderung u. dgl. zuriickgefiihrt werden miiBte, 
laBt aber doch die Méglichkeit rein chemischer Prozesse als Warmequelle 
zu. Die zuletzt ausgesprochene Ansicht Meyerhofs ist nicht unwahr- 
scheinlich ; denn auf der Suche nach der Herkunft des Uberschusses werden, 
auBer den schon erwahnten, auch noch jeneanoxybiotischen Zwischenprozesse 
zu beriicksichtigen sein, welche der Milchsiurebildung aus Laktacidogen und 
der Regulation der Kohlensiureabfubr dienen und die jedenfalls auch mit 
einer gewissen Warmeténung verlaufen. Es ist hier an die Einwirkung von 
Kohlenséure auf Dikaliumphosphat und Kaliumalbuminat zu denken. 


1) C. Neuberg, Handb. d. Bioch. Erginz.-Bd., 8. 569. 1913. 

*) Das Glykogenmolekiil wurde aus 9-Hexosemolekiilen bestehend 
angenommen. Zeitechr. f. physiol. Chem. 71, 149. 1911. 

8) Hill, Ergebn. d. Physiol. 15, 340. 1916; Meyerhof, a. a. O. S. 267: 
Parnas Centralbl. f. Physiol. 36, 1. 1915. 
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Zusammenfassung. 

I. Quellungstheorie. 

Die Quellungstheorie ist als Arbeitshypothese fiir 
die Muskelforschung nicht zu empfehlen, weil die erste 
Voraussetzung fiir die Quellung des EiweiBes, das Vor- 
handensein der hierzu erforderlichen freien Milchsaure, 
widerlegt ist. 

Nachtrigliche Versuche Fiirths, diese Theorie durch die An- 
nahme zu starken, da8 an der Neutralisation der Milchsaure auch die 
Muskelproteine sich beteiligen, stehen nicht im Einklang mit den 
Eigenschaften der Séureeiwei8kérper und fiihren zu Widerspriichen. 

Nachdem die Quellungstheorie schon in den Unterlagen auf 
ein MiBverstandnis aufgebaut ist, sind folgerichtig auch andere 
wichtige Eigenschaften der Muskel, wie die Erschlaffung, die 
anoxybiotische Muskelarbeit, die Regeneration der Alkalescenz 
bei der Erholung usw. mit Hilfe dieser Hypothese nicht zu erklaren. 

II. Osmotische Theorie. 

Die Firthschen Einwande gegen die osmotische 
Theorie entbehren teilweise schoninden Voraussetzun- 
gen der tatsichlichen Unterlage und im anderen Teil 
sind sie fiir eine klare Beweisfiihrung ungeeignet. 

Der Behauptung, die Muskeln besaiBen eine geringe Menge 
Sarkoplasma, widerspricht die Feststellung, daB in vielen Fallen 
gerade das Gegenteil zutrifft. Zur Volumkonstanz der Fibrillen 
nach Hiirthle ist zu entgegnen, daB dieser eine Volumkonstanz 
der Fibrillen im ganzen weder bestatigt noch widerlegt. Das Ver- 
halten der glatten Muskeln ist zu einer Beweisfiihrung ebenso un- 
geeignet wie die optischen Eigenschaften, da in einem Fall die 
histologischen Unterlagen zu unvollkommen sind und im anderen 
eine Divergenz der Anschauung besteht. Die elektrischen Eigen- 
schaften scheinen zwar durch die osmotische Theorie an sich einer 
Erklarung nicht direkt zuginglich, lassen sich aber mit Hilfe der 
Kohlensauretheorie verstehen. 

Hieraus ersieht man, da8 simtlichen Einwanden 
gegen die osmotische Theorie die Beweiskraft mangelt. 

Ill. Kohlensauretheorie. 

1. Gegen die Kohlensiuretheorie wendet Fiirth ein, da8 der 
Druck zu einer maximalen Kraftleistung nicht hoch genug sei. 
Demgegeniiber wurde der Beweis gefiihrt, daB in den Muskelele- 
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menten ein Kohlensauredruck von iiber 10 Atmosphiren entstehen 
kann, wobei der osmotische Druck und die Temperaturerhéhung 
noch nicht beriicksichtigt sind. 

2. Verkiirzungsgrad. Bei Herstellung der Muskelmodelle 
wurde von vornherein dem etwaigen Einwand betr. Kugelgestalt 
der Muskelelemente Rechnung getragen. Dies hat zur Aufstellung 
des Prinzips der Fibrillen- und Biindel-Verkiirzung gefiihrt. Es laBt 
sich der Beweis fiihren, daB8 der Einwand grundlos ist. 

3. Rohrzuckermuskeln. Hier hat Fiirth iibersehen, da’ 
Kaliumsalze durch Rohrzuckerlésungen nicht extrahierbar sind. 

Es ist demnach Firth nicht gelungen, iiberzeugende 
Argumente gegen die Richtigkeit der Kohlensaure- 
theorie zu bringen. 

IV. Uber die Kaliumalbuminate des Muskels. 

Der Nacnweis von Alkalialbuminaten im frischen 
Muskel und deren Fehlenim totenstarren deutet darauf 
hin, daB sich bei der postmortalen Saurebildung ein 
EiweiSkérper abscheidet, der die Totenstarre einleitet. 
Die Abwesenheit freier Milchsaiure spricht gegen die 
Quellungstheorie der Totenstarre. 

Anhang: 

I. Der Verlauf der Kohlenséureproduktion bei der anoxy- 
biotischen Arbeit bildet eine Stiitze der Kohlensiuretheorie. 

II. Der Verkiirzungsriickstand des Muskels nach der Ermii- 
dung 1a8t sich nach der Kohlensiuretheorie leicht erkliren. 

III. Die tonische Muskelkontraktion ist nach der Kohlensaure- 
theorie als eine durch EiweiBfallung hervorgerufene reversible 
Sperrvorrichtung aufzufassen, die ohne Stoffwechsel-, Wiarme- 
und Ermiidungs-Erscheinungen funktioniert. 

IV. Die chemischen Vorginge beim Glykogenabbau zerfallen 
in 3 hydrolytische, die den osmotischen Druck erhéhen, ferner in 
3 Neutralisationsprozesse, bei denen Kohlensduredruck entsteht, 
und in 4 Oxydationsprozesse, die der Erholung dienen und schlieB- 
lich zur Regeneration der Alkalescenz fiihren. 

Die beiden ersten, anoxybiotischen Prozesse lassen sich direkt 
in Arbeit umsetzen. 

Durch Regeneration von Glykogen aus Milchsiure beim Er- 
holungsvorgang wird osmotische Energie gewonnen, die in letzter 
Linie eine Ausnutzung der Verbrennungswirme bedeutet. 








Versuche mit kolloiden Metallen zum Studium der 
Funktionsweise der Nieren. 


Von 
J. Voigt (Gottingen) und M. Fritz (Wildungen). 


(Bingegangen am 2. April 1921.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In ahnlicher Weise wie fir das kolloide Silber und Jodsilber 
hatte ich (V.) beabsichtigt, auch das Schicksal anderer kolloider 
Metalle im Séugetierorganismus zu studieren. Verschiedene Griinde, 
darunter besonders die Papierknappheit und der Mangel an Ver- 
suchstieren, zwingen mich, zundchst diesen Plan aufzugeben, ob- 
gleich schon reichliches Material zur Bearbeitung vorliegt. Die 
vorliufige Durchmusterung desselben lieB gerade in den Nieren- 
schnitten auffallende Verschiedenheiten erkennen und gab Ver- 
anlassung, diesem Punkte gréBere Aufmerksamkeit zuzuwenden. 
Die bei eingehenderer Untersuchung erhobenen Befunde er- 
schienen fiir die Kenntnis der Nierenarbeit von Bedeutung, und 
Herr Dr. Fritz, der die Freundlichkeit hatte, die Priparate mit 
mir durchzusehen, bestitigte diese Ansicht. Wir haben uns 
deshalb entschlossen, unsere Beobachtungen an dem zur Zeit 
zur Verfiigung stehendem Material als einen Beitrag zur Kennt- 
nis der Nierenfunktion zu veréffentlichen. Wir beschranken uns 
mit Riicksicht auf die Papiernot darauf, nur eine Anzahl von 
besonders wichtig erscheinenden Beobachtungen mitzuteilen. 
Auch sonst miissen wir uns so kurz wie méglich fassen und be- 
merken deshalb schon hier, daB nur die fiir unsere Fragestellung 
wichtigen Bilder genauer beschrieben sind. Im iibrigen hat sich 
uns auch bei diesen Untersuchungen wieder die Beobachtung im 
Dunkelfeld als ausgezeichnetes Hilfsmittel bewihrt und oft noch 
da Metallablagerungen feststellen lassen, wo solche mit durch- 
fallendem Licht wegen ihrer Feinheit nicht oder nur schwer wahr- 
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nehmbar waren. Wir haben uns ferner trotz der hohen Kosten 
entschlossen, die wichtigsten Bilder in mikrophotographischer 
Wiedergabe der Arbeit beizufiigen, da diese eine weit bessere 
Vorstellung geben, als eine ausfiihrliche Beschreibung es ver- 
méchte, vergleiche zu Versuch 7 und 10 diese Zeitschr. Bd. 68. 


Versuch 1: Chlorsilber. Ein mittelgroBes Kaninchen erhielt 5 com 
frisch bereiteten Chlorsilbers von ca. 0,04% AgCl-Gehalt intravenés injiziert 
und wurde 24 Stunden nach der Injektion getétet und obduziert. Die 
Nieren wiesen keine wesentlichen Veranderungen auf, schienen im ganzen 
vielleicht etwas blutreicher als normal. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung im Hellfeld sieht man an 
einzelnen Stellen im Gebiet der gewundenen Harnkanilchen wenige, in 
dem der geraden hie und da Erscheinungen einer beginnenden Koagulations- 
nekrose, dazwischen finden sich jedoch Partien von durchaus normalem 
Aussehen. Die GefaiBe, besonders die Venen, erscheinen an vielen Stellen 
stark gefiillt, auch die Spaltraume zwischen den geraden Harnkanilchen 
und besonders auch im Bereich der Sammelréhrchen heben sich stellenweise 
durch starke Fiillung gegen ihre Umgebung ab. 

Im Dunkelfeld sieht man, anscheinend regellos zerstreut, in der 
Rindensubstanz Ablagerungen leuchtender Partikelchen. Es stellt sich 
jedoch bei genauerer Betrachtung heraus, daB es sich hier wohl ausnahms- 
los um die Umgebung von GefaiBen handelt. An vielen Stellen ist das 
Lumen des GefaiBes direkt im Schnitt getroffen. Es erscheint mehr oder 
weniger stark mit leuchtenden Partikelchen gefiillt; besonders zahlreich 
aber finden sich solche in der allernichsten Umgebung. Es ist dabei zu 
beobachten, daB bald in einzelnen anliegenden Harnkanalchen das Epithel 
— besonders an der zugewandten Seite — mit feinen leuchtenden Teilchen 
angefiillt ist. Zum Teil erstrecken sich diese Ablagerungen auch etwas 
weiter von der GefiSBwand hinweg in das Nierengewebe. AuBer den Harn- 
kanalchen, deren Epithel mit Metallteilchen beladen ist, finden sich solche, 
deren Membrana propria ganz deutlich mit allerfeinsten Silberteilchen im- 
pragniert ist und in mattblaulich silbernem Glanz schimmert (Abb. 1). Die 
letztere Erscheinung kann man jedoch eigentlich nur in der Nachbarschaft 
eines groBen GefiBes deutlich beobachten. Bei kleineren scheint sie hie und 
da angedeutet, jedoch nirgends so schén ausgebildet. In den Spaltriumen 
zwischen den iibrigen Harnkanilchen sieht man an einzelnen Stellen leuch- 
tende Teilchen in geringerer Anzahl. Im allgemeinen hat man jedoch den 
Eindruck, als ob 24 Stunden nach der Injektion das Chlorsilber bereits im 
wesentlichen aus diesen Bahnen geschwunden sei. Im Gebiet der Sammel- 
réhrchen und der Ausfiihrungsginge sind auch im Dunkelfeid keinerlei 
Besonderheiten festzustellen. ‘ 

Versuch 2: Kupfer (v. Heyden), Ein Kaninchen erhielt 14 com 
einer 0,08 proz. kolloiden Kupferlésung intravenés injiziert und wurde 
24 Stunden nach der Injektion getétet und obduziert. Die makroskopische 
Untersuchung der Nieren ergab keinen pathologischen Befund. 
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Bei der Untersuchung im Hellfeld fallen zunachst im gefarbten 
Priparat Veranderungen an gewundenen und geraden Kanalchen auf, die 
als beginnende Koagulationsnekrose zu deuten sind. In den Glomerulus- 
schlingen findet man, bald mehr, bald weniger, schwarze Teilchen, die dem 
Verlauf der Glomerulusschlingen entsprechend angeordnet erscheinen. In 
gréBerer Menge finden sich diese Teilchen in den GefaBen der Rinden- 
substanz, von den Venae stellatae angefangen; sie sind stark mit Blut 
gefiillt. An einzelnen Stellen erscheint das Lumen davon wie von einer 
einheitlichen Masse ausgefiillt zu sein, doch fehlen alle Zeichen fiir einen 
Gerinnungsvorgang. Wie bereits erwihnt, finden sich im Blut zahlreiche 


Abb. 1. 


feine, vereinzelt grébere schwarze Metallpartikelchem. Sehr auffallend ist 
die Tatsache, daB die Harnkanalchen in der Umgebung dieser GefaiBe an 
der ihnen zugewandten Seite im Epithel massenhaft Ablagerungen von 
feinen schwarzen Partikelchen aufweisen. Auf der Grenze zwischen Mark 
und Rindenschicht finden sich dem GefaBverlauf entsprechend zwischen 


ganz normalen Partien Ziige von Harnkanalchen, deren Epithelien stark 
mit Metallteilchen angefiillt sind. Zum Teil sieht man die Gefibe selbst 
im Schnitt getroffen, so daB man auch bei jenen Kanalchen ein GefaiB als 
benachbart annehmen darf, bei denen es im Schnitt nicht oder nur un- 
deutlich zu sehen ist. Im Gebiet der Sammelréhrchen werden dann all- 


mahlich die Ablagerungen sparlicher, um dann plétzlich ganz zu_ver- 


schwinden. 
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Bei der Untersuchung im Dunkelfeld finden wir die Beobachtungen 
aus dem Hellfeld bestatigt. In der Rindensubstanz sind nur in der Um- 
gebung der GefaBe ganz wenige Harnkanilchen an ihrer ganzen Peripherie 
mit Metallteilchen beladen; die dem Gefaif zugewandte Seite erscheint 
jedoch im Epithel iiberall bald mehr, bald weniger zahlreiche Metallteilchen 
zu enthalten. Dadurch, daB die abgekehrten Teile der Ep thelien oft 
unbeteiligt sind, erhalt man halbmondférmige Gebilde. In gréBerer Ent- 
fernung von den GefiBen sind die Harnkanalchen frei von Ablagerungen. 

An der Grenze zwischen Mark und Rindensubstanz und an den in 
das Mark hineinziehenden Streifen (s. oben) erscheinen im Dunkelfeld die 





Abb. 2. 


Harnkanalchen im Epithel etwas gleichmaBiger mit Metallteilchen beladen 
zu sein (s. Abbildung). Im iibrigen tritt der eigentiimliche Verlauf der be- 
teiligten Harnkanilchen hier noch deutlicher als im Hellfeld in Erscheinung, 
indem der Grenzschicht entsprechend sich zunachst eine eigenartige maschen- 
férmige Anordnung findet. (Abb. 2). Diese Maschen werden gebildet 
aus Kanilchen, deren Epithel mit leuchtenden Teilchen beladen ist und 
offenbar BlutgefaBe begleiten, wihrend sich zwischen ihnen andere Kanil- 
chen befinden, welche keinerlei Ablagerungen zeigen. Ins Mark hinein 
verlaufen dann annihernd parallel gerichtete und ziemlich gleichmaBig 
voneinander entfernte Ziige von Sammelréhrchen, deren Epithel mit hell- 
leuchtenden Teilchen erfiillt ist. Die Ablagerungen in diesen Kanalchen 
werden in deren Verlaufsrichtung etwas weniger dicht und héren dann 
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plétzlich etwa in der gleichen Hohe auf. An einzelnen Kanalchen kann 
man deutlich sehen, daB dieses ziemlich plétzliche Abklingen des Leuchtens 
nicht etwa an einer Umbiegungsstelle erfolgt, sondern im geraden Verlauf 
der Kanalchen. Mehr papillenwarts findet man im Lumen der Sammel- 
réhrchen an vielen Stellen abgestoBene Epithelien, in denen nicht selten 
starker lichtbeugende Teilchen wahrnehmbar sind. 

Versuch 3: Wismut (v. Heyden). Ein mittelgroBes Kaninchen 
erhielt 14 cem einer 1 proz. kolloiden Wismutlésung, also 0,14 g Wismut. 
Das Tier ist 2 Stunden nach der Injektion gestorben und kurz darauf 
obduziert. Makroskopisch waren keine wesentlichen Veranderungen zu 
beobachten. 

Es fehlen bei der Untersuchung im Hellfeld grébere Veranderungen. 
Die GefaBe in der Rinde und auf der Grenze zwischen Mark und Rinde, 
vor allem die Venen sind stark mit Blut gefiillt. Man erkennt neben dem 
normalen Inhalt zahlreiche grébere und feinere schwarze Teilchen. In der 
Marksubstanz erscheinen vielfach auch die GefaiBspalten strichweise starker 
mit Blut gefiillt. In den Ausfiihrungsgingen ist das Epithel fast durchweg 
im Zusammenhang von der Wand abgelést (Artefakt). In der Umgebung 
der stark gefiillten GefiBe zeigt das Epithel der anliegenden Harnkanilchen 
zahlreiche schwarze, grébere und feinere Einlagerungen, und zwar scheinen 
die nachstliegenden am starksten beteiligt. An einzelnen gewundenen 
Kanialchen finden sich Zeichen eines desquamativen Katarrhes. An der 
Grenze zwischen Mark und Rinde und in der Markschicht selber sind die 
Ablagerungen zahlreicher, doch scheinen auch hier einzelne Partien ganz 
unbeteiligt zu sein, In der Papille treten nach der Spitze hin zunehmend 
wieder Zeichen desquamativen Katarrhes und damit zugleich auch feine 
schwarze Niederschlige auf, die besonders deutlich in den abgestoBenen 
Epithelien erscheinen, 

Bei der Untersuchung im Dunkelfeld findet man die Glomeruli 
vollkommen unbeteiligt, einzelne auf ihnen lagernde grébere, leuchtende 
Teilchen sind offenbar mit dem Messer aus der Umgebung dorthin ver- 
schleppt worden. In der Rindenschicht finden sich ausschlieBlich in aller- 
nachster Nahe starkerer, radiarer GefiBe leuchtende Kanalchen in Quer- 
und Schragschnitten. Bei den weniger stark schimmernden Kanialchen 
bekommt man hie und da den Eindruck, als leuchte die Propria selber. 
Starke VergréBerung lost aber den feinen Streifen in eine Reihe sehr kleiner 
glanzender Piinktchen auf; von einer Impragnierung der Membran kann 
jedenfalls nicht die Rede sein. Die Epithelien enthalten bald mehr, bald 
weniger leuchtende Metallpartikelchen; an einzelnen Stellen finden sich 
diese vorzugsweise auf der dem GefaiB zugewandten Seite, waihrend die 
gegeniiberliegende fast oder vollstandig frei bleibt. Auf der Grenze zwischen 
Mark und Rinde, wo sich die GefaBe verzweigen, nimmt die Zahl der Ka- 


nalchen, deren Epithel mit leuchtenden Teilchen erfiillt ist, betrachtlich 


zu; ihre strang- und maschenartige Anordnung ist auch hier deutlich zu 
erkennen. Im Gegensatz zu dem mit Kupfer injizierten Tiere erscheint 
hier das Epithel aller Kanalchen dieser Zone mit Metallteilchen beladen, 
aber einzelne Strange treten infolge des hellen Scheines, der durch die Menge 
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der in ihrem Epithel abgelagerten Partikelchen bedingt ist, gegen ihre Um- 
gebung hervor. Es folgt nun eine scharfe Grenze, an welcher die starkere 
Ablagerung in einzelnen Kanalchen aufhért, und die Sammelréhren erschei- 
nen gleichmaBig ziemlich schwach mit Metallteilchen beladen. Papillen- 
warts folgt nun eine Zone, in welcher sich leuchtende Ablagerungen nur 
in den Epithelien ganz vereinzelter Sammelréhrchen finden. Auch das 
Epithel der Ausfiihrungsginge weist zunachst keinerlei Metallteilchen auf, 
diese treten erst in ihrem weiteren Verlaufe auf. Nach der Spitze der 
Papille hin finden sich diese vorzugsweise in den abgestoBenen und im 
Lumen liegenden Epithelien (s. oben). 

Versuch 4: Mangan. (v. Heyden.) Ein mittelgroBes Kaninchen 
erhielt 15 ccm einer 0,07 proz. kolloiden Mangan]ésung, also 0,01 g Mangan, 
in die Ohrvene injiziert. Es wurde 24 Stunden nach der Injektion getétet 
und obduziert. Die Nieren wiesen keine gréberen Verainderungen auf. 

Im durchfallenden Licht sind kaum Abweichungen vom normalen 
Befund zu beobachten. Das Protoplasma der Epithelien verschiedener 
gewundener und gerader Harnkanilchen sowie Sammelréhrchen erscheint 
leicht getriibt. Die GefaiBe der Rindensubstanz sind stark mit Blut gefiillt; 
zwischen den Blutkérperchen sieht man einzeln oder zu gréBeren Flocken 
zusammengeballt schwarze Teilchen. An einigen Stellen — es scheint sich 
hierbei um die gréBeren Venen zu handeln —- sieht man an der zugewandten 
Seite der benachbarten Harnkanialchen in den Epithelien feine schwarze 
Kérnchen liegen. Diese Ablagerungen sind wiederum nach der Basis der 
Epithelien am dichtesten. Nur an ganz wenigen Stellen erreichen die 
Ablagerungen das Epithel der gegeniiberliegenden Seite der Kanilchen; 
die erste Reihe von Harnkanilchen wird nie iiberschritten. 

Im Dunkelfeld fallen in der Rinde sofort die groBen Venen und 
ihre Umgebung auf: zahlreiche leuchtende Partikelchen liegen im GefaB 
selber und im Epithel der benachbarten gewundenen und geraden Kanil- 
chen. Die Verteilung entspricht dem Bilde im durchfallenden Licht, nur 
sind im auffallenden erheblich mehr und feinere Teilchen sichtbar. An 
einzelnen Stellen zeigt das Epithel gewundener und gerader Kanalchen 
einen geringen grauweiBen Schimmer, der den iibrigen fehlt. Bei ganz 
starker VergréBerung scheint er durch ganz feine Teilchen, die etwa die 
Mitte der Zellen einnehmen, bedingt zu sein. In den GefiBspalten finden 
sich streckenweise ganz feine leuchtende Teilchen. Auf der Grenze zwischen 
Mark und Rindensubstanz begegnen wir wieder den Sammelréhrchen, 
deren Epithel eine Strecke weit, besonders an der Zellbasis, deutlich leuch- 
tende Partikelchen enthalt; auch hier hért der schimmernde Inhalt plétz- 
lich an einer geraden Grenze auf. 

Versuch 5: Kolloides Eisen (v. Heyden). Ein mittelgroBes Ka- 
ninchen erhielt 14 cem einer 0,06 proz. kolloiden Eisenlésung, also ungefahr 
0,0085 g Eisen, intravenés injiziert. Es wurde 24 Stunden nach der In- 
jektion getétet und obduziert. Die Nieren wiesen makroskopisch keine 
wesentlichen Veranderungen auf. 

Hellfeld: In der Rindenschicht finden sich in unregelmaBiger Ver- 
teilung iiber den ganzen Schnitt ausgedehnt Herde mit Zeichen von Scha- 
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digung der Epithelien. Die Kerne sind schlecht gefarbt, das Protoplasma 
gequollen und fein granuliert, die Zellgrenzen undeutlich. Im Bereich der 
Sammelréhrehen sind die Kerne aber im allgemeinen wieder gut gefarbt, 
doch weisen einzelne von ihnen die gleichen Veranderungen auf. Hie und 
da zeigt sich in den Saftliicken ein gelbbraunlicher Niederschlag. 

Dunkelfeld: Im ganzen diirften die Epithelien der Rindenschicht 
keine Ablagerungen von Metallteilchen enthalten; sie erscheinen zwar 
granuliert, es fehlt den Kérnchen jedoch das fiir feinste Metallteilchen 
charakteristische Leuchten. Einzelne Kanalchen lassen aber eine Strecke 
weit deutlicher hervortretende, etwas lebhafter leuchtende Partikelchen 
in ihrem Protoplasma erkennen. Bei diesen Epithelien scheint der innere 
tand fast véllig von diesen Teilchen frei zu bleiben. Die Gefa8spalten 
zwischen den gewundenen und geraden Harnkanialchen sind an verschie- 
denen Stellen mit leuchtenden, recht feinen Teilchen besetzt, zuweilen kann 
man auch solche finden, die langs vom Schnitt getroffen in ganzer Lange 
reichlich mit leuchtenden Partikelchen angefiillt sind. Auf der Grenze 
zwischen Mark und Rinde finden sich auch hier wieder Sammelréhrchen, 
deren Epithelien eine Strecke weit mit deutlich leuchtenden Teilchen 
durchsetztes Protoplasma aufweisen; und zwar erscheint besonders der 
Basalteil der Epithelien mit ganz feinen, lichtbeugenden Teilchen angefiillt. 
Diese Ablagerung verschwindet auch wieder in einer bestimmten Héhe 
wie abgeschnitten. 

Versuch 6: Kolloides Gold. Ein kleines graues Kaninchen von 
ca. 0,7 kg Gewicht erhalt am 28. VII. 1913 10 cem eines 10fach konzen- 
trierten stabilisierten Goldhydrosols mit einem Gehalt von 4,86 mg Au 
intravenés injiziert, am 32. VII. 20 ccm derselben Lésung mit einem 
Gehalt von 8,33 mg Au. Darauf war das Tier weniger munter, fra} jedoch 
ganz gut. 6 Stunden nach der Injektion wurde es getétet und obduziert. 
Die Nieren zeigten reichlich kleine Blutungen unter der Kapsel. 

Bei der Untersuchung im Hell feld bemerkt man zunachst die starke 
Fiillung der Glomerulusschlingen und der GefaiBe im Bereich der Rinde. 
Die Epithetien der Harnkanalchen sind im allgemeinen gut erhalten, die 
Kerne durchweg gut gefairbt, nur an einzelnen Stellen sind die Grenzen 
zwischen den Epithelien nicht deutlich zu erkennen, und ihr Protoplasma 
erscheint triibe. In manchen von den Tub. cont. findet sich ein fein granu- 
lierter Inhalt. An den Henleschen Schleifen erkennt man vielfach die 
Zeichen eines desquamativen Katarrhes. Dazwischen sieht man Ziige von 
geraden Kanalchen von durchaus normalem Aussehen. Auf der Grenze 
zwischen Mark und Rinde finden sich zahlreiche Quer- und Schragschnitte 
von gréBeren GefaBen (Venen), die alle strotzend mit Blut gefiillt sind; 
an einzelnen Stellen ist es zu kleinen Blutungen ins Gewebe gekommen. 
Auch in dieser Zone und weiter noch im Bereich der Sammelréhrchen 
sieht man ganz normale und krankhaft veranderte Harnkanalchen mit- 
einander wechseln; weiter zur Papille hin, im Gebiet der Ausfiihrungsgainge 
sind keine Verinderungen wahrnehmbar. 

Bei der Betrachtung im Dunkelfeld treten die Epithelien mit dem 
getriibten Protoplasma deutlich hervor und heben sich durch ihren matten 
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Silberglanz gegen die iibrigen ab. Auch der Inhalt der Harnkanalchen ist 
deutlich lichtbeugend. Bei starkerer VergréBerung erkennt man im Proto- 
plasma der hellschimmernden Epithelien feine, silberglanzende Teilchen, 
die auf Zusatz von !/,°, Cyankaliumlésung verschwinden; auch der schim- 
mernde Inhalt der Kanalchen verliert daraufhin seinen Glanz. Wahrend 
in der Grenzzone zwischen Rinde und Mark sich diese Ablagerungen in den 
Epithelien noch ziemlich zahlreich finden, verschwinden sie papillenwiarts 
vollstandig, der Inhalt der Kanilchen resp. Sammelréhrchen behalt da- 
gegen seinen silbernen Glanz. Sehr auffallend ist jedoch das Bild, welches 
sich in der Papille bietet. Die groBkalibrigen Ausfiihrungsginge mit ihrem 





Abb. 3. 


hohen Epithel weisen keinerlei Verinderungen auf, sind aber von einem 
blaulich-silbern schimmernden Ring umgeben. (Abb. 3.) Das Gewebe, in 
dem diese Ablagerungen stattgefunden haben, ist, wie der Vergleich mit 
Praparaten zeigt, die mit Cyankaliumlésung behandelt worden sind, sonst 
nicht von dem iibrigen Zwischengewebe zu unterscheiden. Bei starkster 
VergréBerung bekommt man den Eindruck, als ob es sich hier um ein 
System feinster Kanalchen handelt, die spinnwebartig die Ausfiihrungs- 
ginge umgeben und mit einer Menge sehr feiner lichtbeugender Teilchen 
angefiillt sind. Wie bereits oben bemerkt, verschwinden auch diese Ab- 
lagerungen auf Zusatz von 1/,° Cyankaliumlésung. 

Die bisher beschriebenen Bilder stammen, wie schon bemerkt, von 
einzelnen Versuchen; sie gestatten gewisse Riickschliisse auf den Funktions- 
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mechanismus der Niere, da sich immerhin einige Ubereinstimmungen 
zwischen mehreren dieser Versuche finden. Ehe wir den Versuch machen, 
die mikroskopischen Befunde fiir die Kenntnis der Nierenfunktion nutzbar 
zu machen, wollen wir noch eine Reihe von Praparaten beschreiben, die 
aus Versuchsserien stammen. Die ganze Reihe der verschiedenen Befunde 
zu schildern, haben wir uns aus Griinden der Platzersparnis versagen miissen 
und nur einzelne, besonders wichtig erscheinende, geschildert. Betreffs der 
iibrigen verweise ich auf meine Untersuchungen iiber das Schicksal des 
kolloidalen Silbers und des kolloidalen Jodsilbers in der Biochemischen 
Zeitschrift. 

Versuch 7: Silber. Ein starkes Kaninchen erhielt an 3 aufeinander- 
folgenden Tagen zweimal je 10 ccm und einmal 20 cem der stabilisierten, 
nicht isotonischen 0,66 pioz. Lésung Kollargol (264 mg Ag — 90 mgr pro kg) 
in die Ohrvene injiziert; am 4. Tag wurde das Tier getétet. Die Niere 
zeigte makroskopisch auf dem Durchschnitt der Rindensubstanz ent- 
sprechend ein glasiges Aussehen und griine Verfirbung. 

Bei durchfallendem Licht erscheinen die Glomeruli unverandert, 
zeigen aber zum groBten Teil braunschwarze, bald feine, bald grébere Auf- 
lagerungen. An einzelnen Schaltstiicken ist das Protoplasma der Epithelien 
fein gekérnt, die Zellen erscheinen dort etwas gequollen, die Kerne schlecht 
gefarbt. Im Gebiet der gewundenen Harnkanialchen treten zwischen Biin- 
deln unverinderter Réhrchen andere auf, bald einzeln, bald in Gruppen 
liegend, an denen der oben beschriebene ProzeB der Triibung des Proto- 
plasmas, Aufquellung der Zellen und schlechte Kernfarbung sehr deutlich 


ausgepragt ist. Die gleichen Veranderungen finden sich auch im Gebiet 


der Sammelréhrehen, und zwar in deren Anfangsteilen; beachtenswert er- 
scheint, daB hier die Zellen sich gegen das Lumen vorwdélben. Zwischen 
den einzelnen Epithelien bleibt eine schmale, aber deutlich erkennbare 
Zone von Ablagerungen frei; sie gewaihren dadurch ein eigentiimlich ge- 
feldertes Aussehen. Die Kernfairbung scheint hier gelitten zu haben, 
wenigstens gelingt es nur an wenigen Stellen, Epithelkerne wahrzunehmen. 
Zwischen diesen verainderten, mehr oder weniger geradlinig verlaufenden 
finden sich ganz unverainderte Sammelréhrchen mit gutgefarbtem Kern 
und unverindertem Protoplasma. Nach der Papille zu héren die Ablage- 
rungen in den Sammelréhrchen ganz unvermittelt auf. An vielen Stellen 
kann man dieses Aufhéren im Verlauf des lings getroffenen Abschnittes 
wahrnehmen. Dabei ist besonders auffallend, daB hier offenbar eine be- 
stimmte Grenze im Organ verlaiuft, welche die Ablagerungen nicht iiber- 
schreiten. 

Im Dunkelfeld erscheinen die Ablagerungen in den Glomerulis 
gelblich schimmernd, die in der Umgebung sich findenden gréberen Par- 
tikelchen sind als Verunreinigungen zu betrachten. Das Epithel der im 
durchfallenden Licht granuliert erscheinenden geraden und gewundenen 
Kanialchen erweist sich als mit feinen silbrig leuchtenden Partikelchen 
beladen, welche anscheinend von der Basis her bald mehr, bald weniger 
weit das Protoplasma durchsetzen. Seine Begrenzung nach dem Lumen 
zu erscheint deshalb leicht als Wellenlinie. Die in den Epithelien der 
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Sammelréhrchen sich findenden Niederschlige erscheinen merklich gréber 
und haben einen gelben Schimmer. Merkwiirdig ist die Tatsache, daB die 
Epithelien auch nach den Seiten hin nicht gleichmaBig mit Metallteilchen 
angefiillt sind, sondern einen von diesen freibleibenden Rand aufweisen. 
Das bereits geschilderte gefleckte Aussehen, da im Dunkelfeld besonders 
schén hervortritt, ist dadurch bedingt. 

Versuch 8: Silber. Um festzustellen, ob die eben beschriebenen 
Bilder sich nur dann finden, wenn der Kérper gewissermaBen mit kolloidem 
Silber itiberschwemmt wird, erhielt ein mittelgroBes Kaninchen 11 mg 
kolloides Silber intravenés injiziert und wurde 3 Tage spiter getdtet. 
Makroskopisch erschienen die Nieren normal. Bei der Untersuchung im 
Hellfeld weisen die Epithelien verschiedener gewundener und gerader 
Harnkanilchen eine eigentiimliche Streifung auf. In Verbindungsstiicken 
und Sammelréhrchen erscheint das Epithel hie und da deutlich getriibt. 
Im Dunkelfeld zeigen die erwahnten Kanalchen in ihrem Epithel einen 
deutlichen silbernen Schimmer, der durch ganz feine nur mit starkster 
VergréBerung wahrnehmbare Teilchen bedingt wird. Da auch hier die 
Randzonen frei bleiben, finden wir auch hier das gefleckte Aussehen dieser 
Kanialchen. Beachtenswert erscheint, daB im Bereich der Sammelréhrchen 
bei diesem Versuche die Ablagerungen fehlen. 

Versuch 9: Silber. Wie der vorige, doch wurde das Tier erst nach 
5 Tagen getétet und untersucht; makroskopisch erschienen die Nieren 
durchaus normal. Im Hellfeld findet man bei starkerer VergréBerung 
das Epithel zahlreicher gewundener und gerader Harnkanalchen deutlich 
getriibt, an einzelnen Stellen ist ein mehr streifiges Aussehen bemerkbar. 
Hie und da ragen Epithelien halbkugelig in das Lumen vor. Im Dunkel- 
feld sind im Bereich der gewundenen und geraden Kanilchen lichtbeugende 
Ablagerungen, von geringen Spuren abgesehen, nirgends wahrzunehmen, 
dagegen finden sich hier solche im Grenzgebiet zwischen Rinde und Mark. 
Hier enthalt das Epithel einer Anzahl von Sammelréhrchen eine Menge 
sehr feiner lichtbeugender Teilchen. Zuweile1 haben diese Zellen nur einen 
gleichmaBigen mattsilbernen Glanz, aber auch hier gelingt es mit starkster 
VergréBerung, feinste Einzelteilchen zu erkennen. Die Anordnung dieser 
Teilchen im Protoplasma ist die gleiche wie bei den beiden vorhergehenden 
Versuchen. 

Versuch 10: Silber. Ein starkes Kaninchen erhielt innerhalb 
14 Tagen 6 mal je 5 ccm 0,6 proz. Kollargollésung intravenés. 8 Tage nach 
der letzten Injektion wurde es zur Untersuchung getétet. Die Nieren zeigten 
auf dem Durchschnitt eine dunkelbraune Randzone; es folgten dann eine 
dunkel olivgriine, dann eine speckig weiBe Zone und schlieBlich die oliv- 
griine Papille. Im Hellfeld erkennt man in der Rinde im normalen Gewebe 
Strecken mit ungleichmaBig gefiirbten Kernen, dabei erscheint aber unter 
der Kapsel eine Zone ganz normalen Gewebes zu liegen. In den pathologisch 
verinderten Bezirken erkennt man mit starker VergréBerung Zeichen von 
Koagulation, auch feine Granulierung des Protoplasmas in den Epithelien; 
sie finden sich fast ausschlieBlich in der Rinde, lassen sich nur an wenig 
Stellen in die Marksubstanz hineinverfolgen. Bemerkenswert ist der Um- 
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stand, daB die Membrana propria stellenweise, besonders an der Grenze 
zwischen Mark und Rinde, eine eigentiimlich gelbbraune Farbung aufweist. 
In den GefaBspalten zwischen den Kanialchen sieht man hie und da feine 
schwarze Kérnchen liegen. Im Dunkelfeld erscheinen vereinzelte Kanal- 
chen der Rindenschicht, sowohl gewundene wie gerade, von einer blaulich 
silbern schimmernden Linie eingefaBt, die der Membrana propria ent- 
spricht. AuBerdem enthalten die Spaltraume stellenweise reichlich feine 
leuchtende Partikelechen. Auch erscheinen einzelne Strange gerader Harn- 
kanalchen auf ihrer AuBenseite mit feinen silberglanzenden Teilchen besetzt, 
ohne daB hier die Propria merklich leuchtete. Nach der Markschicht zu 


Abb. 4. 


zeigen immer mehr Kanalchen den hellen Glanz der Propria, und im Ge- 
biete der Sammelréhrchen ist dieser wohl an keinem einzigen zu vermissen, 
Dazu findet man in den Spaltriumen zahlreiche schimmernde Partikelchen, 
und es ergibt sich daraus ein au8erordentlich farbenprachtiges Bild. Dann 
aber hért, etwa der Mitte des Organs entsprechend, das Leuchten der Propria 
mit einem Schlage, man kann nur sagen, wie abgeschnitten auf. (Abb. 4.) 
Auch der Gehalt der Spaltraume an schimmernden Teilchen wird jetzt 
auf einmal verschwindend gering. Im Gebiet der Papille tritt dann 
plétzlich ganz unvermittelt unter dem hohen Epithel der Ausfiihrungs- 
gange die Propria wieder als feiner blaulich-silbern schimmernder Streifen 
auf. Zugleich scheinen auch wieder leuchtende Partikelchen in den Spalt- 


raumen in gréBerer Zahl aufzutreten. Bemerkt sei hier noch, daB auch 
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mit stirkster VergréBerung in der schimmernden Propria Einzelteilchen 
nicht deutlich zu isolieren sind. 

Versuch 11: Jodsilber. Ein starkes Kaninchen erhielt 5 ccm 
eines frisch bereiteten 0,1 proz. Jodsilberhydrosols intravenés injiziert. 
Nach 24 Stunden wurde das Tier getétet und sofort obduziert; irgend- 
welche makroskopischen Veriinderungen wurden dabei nicht gefunden. 
Bei der mikroskopischen Untersuchung im Hellfeld fallt zunichst die 
ziemlich starke Fiillung der GefaiBe auf; auch die feinen GefaiSspalten 
treten, besonders im Gebiete der Sammelréhrchen vielfach als gelbliche 
Streifen hervor. Das Epithel der Harnkanilchen erscheint haufig getriibt, 
seine Kerne mangelhaft gefiirbt. Am stirksten verindert scheint an ein- 
zelnen Stellen das Epithel gewundener Harnkanilchen, welche hie und da 
einen gequollenen Eindruck machen. Auch im Bereich der Sammelréhrchen 
ist eine Schidigung des Epithels noch zu erkennen, doch nimmt diese je 
niher nach der Papille zu, desto mehr ab. Im Dunkelfeld erscheint das 
ganze System der GefiBe, besonders der feineren bald mehr, bald weniger 
dicht mit schimmernden Teilchen erfiillt. In den Glomerulis kann man 
vielfach die Capillarschlingen als Ketten silbern schimmernder Teilchen 
erkennen, die GefaiBspalten zwischen den einzelnen gewundenen und ge- 
raden Harnkanilchen weisen solche gleichmaBig auf. Im Bereich der Tub. 
contorti schimmert die Propria hie und da in blaulich silbernem Glanz, 
der durch die Impragnierung mit allerfeinsten Metallteilchen bedingt wird. 
In der Markschicht erscheinen die Sammelréhrehen an ihrer AuBenseite 
bald mehr bald weniger dicht von den in den Spaltriumen liegenden leuch- 
tenden Teilchen bedeckt, so daB man sie gewissermafen auch in mehr und 
weniger leuchtende unterscheiden kann. Man erhilt so ein Bild, das 
— wenn auch durch ganz andere Vorgiinge bedingt —, mit den friiher 
beschriebenen eine Ahnlichkeit hat. Besonders auffallend ist aber die 
Tatsache, daB auch hier, wo es sich doch ausschlieBlich um Ablagerungen 
von Metallteilchen in den GefaBspalten handelt, eine scharfe Grenze be- 
steht, an welcher diese wie abgeschnitten aufhéren. Dieser Befund ist 
um so beachtenswerter, als er ebenfalls Bildern zu entsprechen scheint, 
die bei anderen Versuchen durch Ablagerungen in den Epithelien oder in 
der Membrana propria bedingt wurden. — In der nun folgenden Zone, die 
etwa der Basis der Papille entspricht, ist die Zahl der Ablagerungen in 
den Spaltriumen auBerordentlich gering, niher nach der Spitze der Papille 
hin treten sie dann in immer gréBerer Zahl auf und beschrinken sich nun 
nicht mehr auf die allernichste Umgebung der Ausfiihrungsgange, sondern 
erfiillen das ganze Maschenwerk des dazwischenliegenden Gewebes. 

Versuch 12: Jodsilber. Ein mittelgroBes Kaninchen erhielt inner- 
halb einer Woche 0,36 g des v. Heydenschen kolloiden Jodsilbers (einschl. 
Schutzkolloid) in 32 ccm Wasser intravendés injiziert. 40 Tage nach der 
ersten Injektion wurde das Tier getétet und obduziert; die Nieren er- 
schienen makroskopisch normal. Bei der mikroskopischen Untersuchung 
im Hellfeld findet man an einzelnen gewundenen Kanilchen Stellen, 
wo das Protoplasma der Epithelien etwas getriibt und kérnig, der Kern 
schlechter gefairbt erscheint. Im Dunkelfeld fallen zunachst die gréBeren 
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GefaiBe ins Auge, deren Inhalt mit feinen, stark leuchtenden Teilchen unter- 
mischt erscheint, auch die Intima scheint damit besetzt. Die GefaiBschlingen 
der Glomeruli lassen hie und da feine, oft zu Haufchen angeordnete Teilchen 
erkennen. Bei einer Anzahl von gewundenen Kanialchen, darunter den 
oben beschriebenen, schimmern die Epithelien mattsilbern. Diese leuch- 
tenden Kanilchen liegen z. T. ganz vereinzelt in der Rindenschicht, z. T. 
sind sie zu Gruppen vereinigt. Bei schwicherer VergréBerung hat man 
vielfach den Eindruck, als sei nicht das Epithel, sondern das Lumen der 
Kanialchen mit den lichtbeugenden Teilchen erfiillt, doch ]aBt sich mit 
starker VergréBerung feststellen, daB sich diese in den Zellen nahe ihrem 
freien Rande befinden. Die ganze Erscheinung nimmt nach der Grenze 
zwischen Mark und Rinde allmahlich an Ausdehnung und Intensitat zu, 
obwohl der Schimmer immer verhaltnismaBig matt bleibt. Auch im Be- 
reich der Sammelréhrchen kann man noch eine Anzahl von solchen er- 
kennen, deren Epithel einen helleren Schein hat als das der benachbarten, 
ohne daB es aber gelinge, hier Einzelteilchen zu erkennen. In den Gewebs- 
spalten zwischen den Sammelréhrchen treten jetzt mehr rétlich glinzende, 
also grébere Partikelchen in groBer Zahl auf; sie begleiten sie bis zur Basis 
der Papille, wo sie zunachst erheblich sparlicher werden. Nach der Spitze 
der Papille hin werden die Ablagerungen dann immer zahlreicher, sie finden 
sich in dem maschigen Zwischengewebe, ganz besonders dicht gedringt 
aber in der nachsten Umgebung der Ausfiihrungsginge, die stellenweise 
von einem Ring leuchtender Teilchen umscheidet sind. 

Wenn wir die bei den verschiedenen Versuchen erhaltenen 
Bilder miteinander vergleichen, so treten uns zunichst erhebliche 
Verschiedenhciten entgegen, die bei gleicher Versuchsanordnung 
nur durch Unterschiede in der Léslichkeit und Giftigkeit der ver- 
wendeten Hydrosole begriindet liegen kénnen. Diese Frage soll 
uns hier jedoch nicht beschaftigen, wir wollen vielmehr versuchen, 
uns eine Vorstellung von der Aufgabe und Arbeitsweise einzelner 
Elemente der Nicre auf Grund unserer Befunde zu machen. Dabei 
muB man sich hiiten, zu weitgehende Schliisse aus den in den 
Schnitten beobachteten Ablagerungen zu ziehen. Im allgemeinen 
scheint es geboten, sich dabei zu bescheiden, daB man das injizierte 
Metall in bestimmten Teilen oder Elementen des Organes nachweist. 

Aus der gréBeren oder geringeren Zahl der Ablagerungen 
z. B. in einzelnen Epithelien kann man vielleicht einen Riick- 
schluB auf die Menge des in ihnen enthaltenen Metalles ziehen; 


das gleiche wire auch fiir die GréBe der Niederschlage der Fall. 


Um da etwa die Griinde zu erwiigen, weshalb einmal viele sehr 
feine, das andere Mal wenige und gréBere Teilchen wahrgenommen 
werden, miiBte man schon auf Erfahrungen zuriickgreifen, die 
beim Herstellen von Metallhydrosolen gemacht sind: Keim- 
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bildungen und Wachstumsgeschwindigkeiten; damit kommen wir 
aber in das Gebiet der Spekulation. Wie schon bemerkt, kénnen 
wir in unseren Priparaten nicht mit Sicherheit entscheiden, ob 
die in ihnen wahrzunehmenden Metallablagerungen sich in dieser 
Form bereits im lebenden Organ finden, oder ob sie erst durch 
die reduzierende Wirkung des zum Fixieren verwendeten For- 
mols oder ahnlichem entstanden sind. 

Auch ist nicht immer im Schnitt festzustellen, in welcher 
Richtung die das Metall mit sich fiihrende Fliissigkeit sich be- 
wegt haben mag. Eindeutig sind in dieser Richtung die Befunde, 
welche nach der Injektion von koll. AgCl, Cu, Bi erhoben wurden, 
denn hier muB eine Diffusion von den Venen aus angenommen 
werden, da nur die diesen anliegenden Harnkanilchen in ihrem 
Epithel Metallniederschlage zeigen und diese sich vorzugsweise 
auf der dem Gefi® zugekehrten Seite zeigen. Bei Nr. 6 (Au) 
und Nr. 12 (AgJ) spricht die Tatsache, daB im Gewebe der Pa- 
pille sich massenhaft Metallteilchen finden, dafiir, daB auch der 
Mantel von solchen um die Ausfiihrungsgiinge einem gegen diese 
gerichteten Fliissigkeitsstrom entstammen. Bei Nr. 10 (Ag) und 
Nr. 11 (AgJ) ist wohl auch mit Sicherheit anzunehmen, da’ der 
Weg zur Ablagerungsstelle von der Gefi®bahn nach dem Lumen 
der Harnkanilchen zu gerichtet gewesen ist, denn die Membrana 
propria bildet hier die Grenze, tiber welche hinaus die Metall- 
niederschlage sich nicht verfolgen lassen. Daf sich in diesen beiden 
Versuchen die Propria mit feinsten Metallteilchen beladen erweist, 
ist wohl als eine Art Ultrafiltration aufzufassen und _ scheint 
nebenbei bemerkt dafiir zu sprechen daB in diesen Fiillen das 
Metall sich langer oder wieder im Zustande feinster Zerteilung 
befunden hat. In den Versuchen Nr. 5, 7, 8 und 9 ist nicht zu 
entscheiden, wie die metallfiihrende Flissigkeit in die Epithelien, 
hineingelangt ist; es liegt aber nahe, hier an einen Resorptions- 
prozeB vom Lumen der Kanilchen aus zu denken, da kein merk- 
licher Gehalt der Spaltriiume an Metallteilchen zu erkennen ist. 
Das Vorkommen dieser Niederschlige in den Epithelien bei dem 
Fehlen solcher in den GefaBspalten kénnte natiirlich auch so 
erklart werden, daB zu dem Zeitpunkt, an dem das Tier getétet 
und die Niere fixiert wurde, aus der GefiBbahn das Metall (Ag) 
bereits verschwunden war, wihrend es sich in den Epithelien 
gewisser Harnkanilchen noch fand. 
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Von besonderer Wichtigkeit diirfte jedoch die Tatsache sein, 
daB bei fast allen Versuchstieren sich in der Markschicht eine 
ohne weiteres in die Augen fallende Grenze findet, jenseits der 
immer eine an Metallablagerungen auffallende arme Zone folgt. 
Wie bereits bemerkt, gilt das plétzliche Aufhéren der Metall- 
niederschlige nicht nur fiir solche in den Epithelien, wo es ja 
eventuell durch einen Funktionswechsel bedingt sein kénnte, 
sondern auch fiir solehe in der Membrana propria (Nr. 10) und 
sogar in den GefaiBspalten (Nr. 12). Hier von einer Zufilligkeit 
zu reden, geht wohl nicht an; auch die Schnittrichtung darf nicht 
verantwortlich gemacht werden, denn die Erscheinung wird 
durch diese in keiner Weise beeinfluBt. Mag man sich Abschnitte 
der Priparate aufsuchen, wo die Sammelréhrchen lings, schriag 
oder quer vom Schnitt getroffen sind, immer findet man die 
scharfe Grenze. Fiir diese auffallende Tatsache eine einleuchtende 
Erklarung zu finden, diirfte schwer sein. Vielleicht ist es das 
Richtigste, sich zunichst mit der Feststellung zu begniigen, dab 
jenseits dieser Grenze das vielleicht vorhandene geléste Metall 
durch dieselben Mittel nicht wahrnehmbar gemacht werden 
kann, welche in den iibrigen Partien der Niere das Zustande- 
kommen der Metallablagerungen bewirkten. Es soll hiermit vor 
allem ausgesprochen werden, daB es sehr wohl méglich, wenn 
nicht gar wahrscheinlich ist, daB fiir die verschiedenen Fille 
verschiedenartige Vorgiinge in Frage kommen kénnen. Vielleicht 
ist es weiteren Versuchen beschieden, hier Klarheit zu schaffen ; 
es wire z. B. mit der Methode der Vitalfairbung unter Verwendung 
verschiedenartiger Farbstoffe dieser Frage weiter nachzugehen. 
Auch wire daran zu denken, Versuche wie die oben beschriebenen 
in der Weise zu erweitern, das man den Versuchstieren etwa 
Stoffe zufiihrte, durch welche die Reaktion oder Konzentration 
des Harnes beeinfluBt wird. 

Die Annahme, daB nicht alle Harnkanilchen gleichzeitig ar- 
beiten sondern je nach Bedarf nur ein mehr oder weniger groBer 
Teil von ihnen, steht in Analogie zu dem Verhalten der Capillaren. 
Wenn auch manche unserer Befunde (Nr. 5, 7, 8 und 9 z. B.) fiir 
ihre Richtigkeit sprechen wiirden, so geben andere Befunde An- 
laB, an der Richtigkeit dieser Hypothese zu zweifeln. Ist es 


nicht auffillig, da8 eine Reihe von Harnkanilchen schwere 


Schadigungen des Epithels aufweisen, wihrend andere genau 
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derselben Ordnung vollkommen unversehrt erscheinen? So- 
dann erscheint aber auch die Tatsache unerklirlich, daB bei 
Nr. 10 in der Rindenschicht nur ganz vereinzelte Harn- 
kanalchen eine Impragnierung der Propria aufweisen; denn dab 
diese geringe Anzahl zur Zeit tiberhaupt nur in Tatigkeit ge- 
wesen sein sollte, ist nicht anzunehmen. Daf der Grund dafiir 
aber an der geringen zur Verfiigung stehenden Menge von Ag 
liegen sollte, erscheint ausgeschlossen, weil die Sammelréhrchen 
wohl ausnahmslos eine stark imprignierte Propria aufweisen. 
Bei Nr. 1 finden wir zwischen Harnkanilchen, deren Epithel mit 
Metallteilchen beladen ist, andere, bei denen nur die Propria ganz 
feine Metallablagerungen zeigt. So scheinen also Vermutungen 
tiber eine selektive Funktion der Harnkanilchen nach unseren 
Befunden ebenfalls nicht ungerechtfertigt. 

Von besonderem Interesse diirfte auch der Umstand sein, 
da8 wir bei einem erheblichen Teile der hier beschriebenen Ver- 
suche immer wieder den Zeichen eines desquamativen Katarrhs 
begegnen. In einzelnen Fiillen wiesen die in den abfiihrenden 
Harnwegen sichtbaren abgestoBenen Epithelien deutlich Metall- 
ablagerungen auf. Beriicksichtigt man daneben die von einem 
von uns (V.) bereits mitgeteilte Erfahrung, daB es selbst nach 
Injektion recht groBer Mengen kolloiden Silbers nicht méglich 
war, innerhalb der naichsten 8 Tage im Urin analytisch eine Spur 
von Ag nachzuweisen — das Minimum wiirde 0,14 mg betragen, 
— so muB man annehmen, dab die Ausscheidung intravendés 
injizierter kolloider Metalle durch die Nieren in der Weise vor 
sich geht, daB sie mit den abgestoBenen Epithelien zusammen 
den Kérper verlassen. Vielleicht gehen die durch Toxine ver- 
ursachten Nierenschidigungen auf einen ahnlichen Vorgang 
zuriick. 

Aus diesen, zum Teil recht auffallenden Befunden weit- 
gehende Folgerungen zu ziehen, diirfte verfriiht sein. Die relativ 
geringe Zahl der Versuche gestattet das nicht. Aber auch indem 
sie zeigen, daB solche Erscheinungen méglich sind — ob sie die 
Regel darstellen, ist zur Zeit nicht zu entscheiden, — diirften 
diese Befunde eine gewisse Bereicherung unserer Vorstellung von 
der Arbeitsweise und Aufgabe einzelner Elemente in der Niere 
bedeuten. Weitere Untersuchungen mit verschiedener Versuchs- 
anordnung sind ndétig. 
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